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O emprego de processos biotecnológicos, como a hidrólise enzimática, vem 
se apresentando como uma eficiente técnica para obtenção de diversos produtos. O 
objetivo deste trabalho foi otimizar a temperatura, o pH e a adição ou não de enzima 
protease, no processo de hidrólise em suínos mortos não abatidos triturados. Para o 
estudo foram realizados dois experimentos em planejamento composto central 
rotacional (DCCR) sem e com adição de enzima, com pontos axiais, totalizando 12 e 
18 ensaios, respectivamente. No experimento sem enzima foi testado as 
temperaturas: 49,4 ºC, 52,5 ºC, 60,0 ºC, 67,5 ºC e 70,6 ºC e os ajustes de pH iniciais 
foram: 6,09, 6,50, 7,50, 8,50 e 8,91. Já no experimento com enzima, as temperaturas 
utilizadas foram: 47,4 ºC, 52,5 ºC, 60,0 ºC, 67,5 ºC e 72,6 ºC; associados as 
concentrações de enzima aplicadas: 0,50, 1,30, 2,50, 3,70 e 4,50 kg/ton; e os ajustes 
de pH inicial foram: 5,82, 6,50, 7,50, 8,50 e 9,18. Os experimentos foram conduzidos 
na Embrapa Suínos e Aves localizada no município de Concórdia – SC. O material 
utilizado na hidrólise foi proveniente de dois suínos mortos e não eviscerados, 
triturados e homogenizados, com peso médio de 25 kg e 63 dias de idade. O 
acompanhamento da hidrólise foi realizado com coletas nos tempos de 1, 2, 6, 12, 24 
e 48h. As respostas avaliadas foram porcentagem de matéria hidrolisada, nitrogênio 
recuperado, grau de hidrólise no hidrolisado, matéria seca e cinzas do resíduo final 
não hidrolisado e proteína bruta final do hidrolisado líquido. Para o planejamento 
estatístico do estudo utilizou-se (DCCR), e os dados experimentais foram avaliados 
utilizando análise de regressão múltipla. A análise de variância (ANOVA) foi aplicada 
para validar o modelo pelo teste do ajuste. No experimento sem adição de enzimas, 
as temperaturas que se destacaram foram entre 52,5 ºC e 60,0 ºC, porém, 
temperaturas próximas a 52,5 °C ocasionaram um início de processo de putrefação 
após 12h. No experimento em que se utilizou enzima as concentrações mais 
relevantes foram entre 2,50 kg/ton e 3,70 kg/ton, e temperaturas entre 60,0 ºC e 
67,5 ºC. A análise estatística dos resultados dos dois experimentos demonstraram 
que os diferentes ajustes de pH iniciais não apresentaram efeito para os ensaios. Os 
resultados dos ensaios do experimento com enzimas, apresentaram-se satisfatórios 
para a maioria dos parâmetros, nas 6h iniciais de hidrólise. Conforme os resultados 
obtidos, a enzima Alcalase foi mais eficiente do que a condição da não utilização de 
enzimas, para a degradação de suínos mortos triturados, obtendo-se respostas 
relevantes em relação as variáveis avaliadas, principalmente para porcentagem de 
matéria hidrolisada, parâmetro importante para este estudo.  
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The use of biotechnological processes, such as enzymatic hydrolysis, stands 
out as an efficient technique to obtain several products. The objective of this work was 
to optimize the temperature, pH and the addition or not of protease enzyme, in the 
hydrolysis process in non-slaughtered crushed dead pigs. For the study, two 
experiments were carried out in planning the central composite rotable desing (DCCR) 
without and with addition of enzyme, with axial points, totaling 12 and 18 assays, 
respectively. In the experiment without enzyme the temperatures were tested: 49.4 °C, 
52.5 °C, 60.0 °C, 67.5 °C and 70.6 °C and the initial pH adjustments were: 6.09, 6.50, 
7,50, 8.50 and 8.91. In the enzyme experiment, the temperatures used were: 47.4 °C, 
52,5 °C, 60,0 °C, 67,5 °C and 72,6 °C; associated with the enzyme concentrations 
applied: 0,50, 1,30, 2.50, 3,70 and 4,50 kg/ton; and the initial pH adjustments were: 
5.82, 6.50, 7,50, 8,50 and 9,18. The experiments were conducted at Embrapa Swine 
and Poultry located in the city of Concórdia - SC. The used material in the hydrolysis 
came from two pigs that had not been eviscerated, crushed and homogenized, with a 
mean weight of 25 kg and 63 days of age. Hydrolysis monitoring was performed with 
samplingat times of 1, 2, 6, 12, 24 and 48h. The evaluated responses were percentage 
of hydrolyzed matter, nitrogen recovered, degree of hydrolysis in the hydrolyzate, dry 
matter and ashes of the final nonhydrolyzed residue and final crude protein of the liquid 
hydrolyzate. Statistical planning of the study was used (DCCR), and the experimental 
data were evaluated using multiple regression analysis. The analysis of variance 
(ANOVA) was applied to validate the model by the fit test. In the experiment without 
addition of enzymes, the temperatures that stood out were between 52,5 °C and 
60,0  °C, but temperatures close to 52,5 °C caused a process of putrefaction to begin 
after 12h. The most relevant enzyme concentrations were between 2,50 kg/ton and 
3,70 kg/ton, and temperatures between 60,0 ºC and 67,5 ºC. Statistical analysis of the 
results of the two experiments showed that the different initial pH adjustments had no 
effect for the assays. The results of the experiments of the enzyme experiment were 
satisfactory for the majority of the parameters in the initial 6h of hydrolysis. According 
to the results, the Alcalase enzyme was more efficient than the non-enzyme condition 
for the degradation of crushed dead pigs, obtaining relevant responses in relation to 
the evaluated variables, mainly for the percentage of hydrolyzed matter, an important 
parameter for this study. 
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A suinocultura é uma das atividades econômicas que vem se destacando no 
ramo de proteína animal.  A demanda pelo consumo de carne suína estimula a 
atividade no país, que tem alcançado resultados positivos decorrentes do 
aperfeiçoamento tecnológico nas áreas de genética, alavancado pela biotecnologia, 
aprimoramento na nutrição, manejo e sanidade durante o período de criação dos 
animais. O Brasil possui indústrias eficientes e competitivas no ramo da suinocultura 
no cenário mundial. 
De acordo com os dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e 
Estatística (IBGE), nos três primeiros trimestres de 2017 o número de cabeças de 
suínos abatidos no Brasil foi de 32,11 milhões, totalizando 2.837,9 toneladas de 
carcaças. O aumento da produção de carne suína é justificado pelo crescimento nas 
exportações e pelo consumo interno deste tipo de proteína, que geralmente possui 
um menor custo em relação a carne bovina. 
Um problema enfrentado pelos produtores de suínos é a destinação dos 
animais que morrem nos plantéis durante o ciclo de produção. Dúvidas de como e 
para onde destinar esses animais tem gerado preocupação, tendo em vista que o 
Brasil possui legislação restrita para a destinação, por meio da técnica de 
compostagem. O problema desta prática antiga, é o fato de não ser compatível com a 
atual escala de produção, assim acaba não atendendo a mortalidade catastrófica que 
pode ocorrer nos plantéis, além deste procedimento apresentar riscos sanitários. 
Muitas vezes o descarte acontece de forma totalmente incorreta por parte dos 
produtores, sendo esses animais lançados em locais impróprios, podendo afetar a 
qualidade de vida da população, da fauna e flora, acarretando danos irreversíveis para 
o meio ambiente. 
Uma técnica que vem se tornando relevante é o uso de enzimas proteolíticas 
em processos industrias com diferentes possibilidades de aplicação. O uso de enzima 
pode desempenhar papéis dentro das industrias em diversas atividades no ramo 
produtivo, assim como também podem ser aplicadas como uma forma de degradação 
do material para um possível descarte do resíduo obtido de diversos processos 
produtivos. Atualmente encontram-se disponíveis diversas enzimas comerciais para a 
hidrólise de proteínas, sendo a Alcalase uma das mais utilizadas para produção de 




Bacillus licheniformis (SLYZYTE et al., 2005). Fatores como temperatura, pH, 
concentração de enzima, características do substrato e tempo de reação devem ser 
cuidadosamente estudados, para que a reação ocorra da forma eficiente conforme a 
ficha técnica da enzima Alcalase. 
Diante dos problemas que os animais que morrem durante o ciclo de produção 
geram o objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade técnica da utilização da enzima 
Alcalase em suínos mortos não abatidos triturados visando a degradação desses 
tecidos. Dessa forma utilizou-se como base matéria hidrolisada, nitrogênio 
recuperado, grau de hidrólise, matéria seca e cinzas do resíduo final não hidrolisado 
e proteína bruta no hidrolisado final através da interação de diferentes temperaturas, 
concentração de enzima e ajustes de pH inicial, por meio da Metodologia de Superfície 
de Resposta (MSR) visando o desenvolvimento de uma nova rota de destinação com 
possibilidade de agregação de valor para as cadeias de produção animal. 
Com o propósito de contribuir com a suinocultura brasileira, por meio da 
construção de uma nova alternativa para a destinação de carcaças de animais mortos, 
o objetivo desta dissertação foi estudar a degradação de tecido animal na ausência e 
na adição de enzima exógena, definindo a melhor associação de temperatura, pH e 
concentração de enzima para a degradação do substrato visando a máxima cinética 
























2.1.1 Suinocultura brasileira 
 
O Brasil tem se apresentado no decorrer dos anos um grande produtor de 
alimentos. O aumento no consumo de carnes bem como o crescimento na exportação 
tem revelado uma expansão considerável na economia do país. Esses números são 
impulsionados também pela produção de carne suína, que aumentou 
consideravelmente nos últimos anos (KRABBE et al., 2013). 
A carne suína ocupa a terceira posição em produção e consumo no Brasil, se 
destaca significativamente no setor da agropecuária, e isso se deve ao aumento na 
produção proporcionado pelo sistema integrado de criação e pelo melhoramento 
genético. A proteína suína conquistou espaço na mesa dos brasileiros, além de ser 
muito utilizada para a produção de diversos produtos nas agroindústrias, como 
salames, hambúrguer, presunto, mortadela entre outros (MAPA, 2014).  
De acordo com os dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e 
Estatística, nos três primeiros trimestres de 2017 o número de cabeças de suínos 
abatidos no Brasil foi de 32,11 milhões, totalizando 2.837,9 toneladas de carcaças. O 
aumento da produção de carne suína é justificado pelo crescimento nas exportações 
e pelo consumo deste tipo de proteína, que geralmente possui um menor custo em 
relação a carne bovina (IBGE, 2018). 
A suinocultura é uma atividade de grande relevância para a economia 
brasileira, entretando com o crescimento desta prática ocorre também um aumento 
nos impactos ambientais quando esses animais são destinados de forma incorreta, 
como a contaminação de solos e rios, a presença de odor e de vetores como ratos, 
moscas e baratas (CHERUBINI et al., 2015). 
A produção de suínos em larga escala está associada a impactos de grande 
proporção ao meio ambiente, pois envolve várias etapas, como por exemplo, a criação 
dos animais, o transporte, reprodução, a engorda e a destinação desses animais que 






2.1.2 Destinação de animais mortos não abatidos 
 
No Brasil atualmente existe legislação para a destinação de animais que 
morrem durante o ciclo de produção por meio da técnica de compostagem, que muitas 
vezes não supri a demanda, principalmente no ramo de suínos. Além disso, não se 
conhece quais técnicas são utilizadas pelos produtores rurais para a destinação e nem 
quais sãos os riscos de contaminação que podem acarretar. Devido aos problemas 
que os animais mortos podem gerar se não destinados de forma adequada, diversas 
esferas do setor de produção recorrem ao Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento (MAPA), em busca de uma regulamentação para o descarte desses 
animais (WILBERT et al., 2016).  
As mortalidades rotineiras nos rebanhos no Brasil geram mais de 1 milhão de 
toneladas por ano de animais mortos, correspondendo a 26% na região sul, 25% no 
Centro-oeste, 19% Sudoeste, 16% no Nordeste e 15% no Norte. Sendo constatado 
que os valores são representados por 58% de bovinos de corte, 18% por aves, 15% 
de bovinos de leite e 9% de suínos. Os maiores números de animais mortos estão 
concentrados na região Sul, com 557 kg/km² (EMBRAPA, 2016). 
Com o objetivo de desenvolver soluções para a problemática do destino 
desses animais mortos durante o ciclo de produção tanto de aves como suínos, a 
Embrapa desenvolveu o projeto “Tecnologias para destinação de animais mortos 
(TEC-DAM)” (WILBERT et al., 2016). 
Para a realização deste projeto os animais mortos são manuseados de forma 
a minimizar os riscos que podem acarretar ao meio ambiente, a saúde e segurança 
do trabalhador. A compostagem por longo período de tempo foi a única forma de 
destinação desses animais, mas com o aumento na produção essa técnica se tornou 
insuficiente para suprir o volume gerado. Nos dias de hoje novas técnicas estão 
disponibilizadas para esse processo, por exemplo, a incineração e reciclagem das 
carcaças para elaboração de farinhas, a biodigestão anaeróbia, e a hidrólise 











2.2.1 Origem das enzimas 
 
A ciência que estuda as enzimas é designada de enzimologia, esse termo foi 
apresentado pela primeira vez em 1878 por Willian Kühne para denominar 
microrganismos utilizados em fermentações. As enzimas são classificadas como 
catalisadores biológicos, e na antiguidade já eram usadas na fabricação de pães e 
vinhos. Eduard Buchner no ano de 1897 observou que os extratos de levedura eram 
capazes de fermentar o açúcar transformando-o em álcool e constatou também que 
as enzimas realizavam a fermentação e seguiam agindo mesmo após serem retiradas 
do meio em que estavam. Essa descoberta rendeu a Eduard o prêmio Nobel de 
Química no ano de 1907, de acordo com Michael e Menten (1913) citado por 
(MONTEIRO; SILVA, 2009). 
As enzimas são classificadas como proteínas de alta complexidade molecular, 
que quando encontram condições adequadas de temperatura, pH e umidade, agem 
nos substratos, atuando como catalisadores em todas as reações biológicas (BRAGA 
et al., 2012). São obtidas por técnicas biotecnológicas, e são amplamente utilizadas 
em industrias de diversos seguimentos (MUSSATTO, FERNANDES e MILAGRES 
2007). São consideradas ferramentas-chave dentro dos estudos biotecnológicos e em 
diversas áreas por sua natureza catalítica e sua capacidade de realizar reações 
hidrolítica (FRAATZ; RÜHL e ZORN, 2014; JEMLI et al., 2016). 
São produzidas por técnicas de isolamento de materiais de origem animal ou 
vegetal ou até mesmo por meio de fermentação realizada por bactérias ou fungos 
(BRAGA et al., 2012). As enzimas de origem microbiana são as mais utilizadas devido 
à variedade e simplicidade na manipulação dos microrganismos, curto tempo para o 
processo, uso de substratos com baixo custo como os resíduos agrícolas, e o alto 
desempenho na produção devido ao aprimoramento das condições das técnicas 
fermentativas por tecnologias de DNA recombinante ou por mutações (SAID; PIETRO, 
2002). 
Para a obtenção de microrganismos que produzam enzimas por meio de 
processos industriais pode-se utilizar alguns métodos, como por exemplo a obtenção 




microrganismos recombinantes, recursos de engenharia genética e por isolamento 
baseado em recursos naturais (VAZ; PRADO; CARVALHO, 2008). 
Pesquisas e estudos de novas enzimas são indispensáveis para o avanço na 
área, como também o melhoramento das já exploradas e utilizadas. Além disso o 
aprofundamento na investigação de diferentes linhagens de microorganismos 
produtores dessas enzimas de grande importância e deve ser contínuo (MONTEIRO; 
SILVA, 2009).  
Com o aumento na demanda por hidrolisados obtidos através de proteína 
animal com características interessantes, o desenvolvimento de pesquisas e estudos 
voltados para constatar a enzima ideal e a otimização das condições de reação para 
cada tipo de substrato são de grande importância (QI et al., 2009). 
As enzimas possuem a capacidade de realizar catálise de reações biológicas 
aumentando a velocidade de uma reação. Em geral os processos realizados através 
do uso de enzimas são relativamente mais rápidos e mais eficientes quando 
comparado a hidrólise por ácidos ou álcalis. O desenvolvimento de novos 
procedimentos industriais que utilizem enzimas e o aprimoramento das já utilizadas 




São denominadas enzimas proteolíticas ou proteases as enzimas utilizadas 
em processos de hidrólises que clivam ligações peptídicas em proteínas e em seus 
fragmentos (CLEMENTE, 2000). Possuem a capacidade de catalisar a clivagem das 
ligações peptídicas das proteínas, chamadas de hidrolases, utilizando uma molécula 
de água durante a reação (BRAGA et al., 2012). 
No ano de 1956, a União Internacional de Bioquímica (IUB) elaborou uma 
Comissão Internacional de Enzimas, devido a evolução nos estudos e descobertas 
das mesmas. Essa comissão procurou sistematizar classes e nomes das enzimas 
(MONTEIRO; SILVA, 2009). 
São classificadas de acordo com sua especificidade, as exopeptidases atuam 
nas extremidades da cadeia peptídica, e as endopeptidases possuem a capacidade 




As proteases são catalogadas conforme seu mecanismo catalítico: cisteína 
protease, serina protease, metaloprotease e aspártico protease (BERG; TYMOCZKO; 
STRYER, 2008).  
A enzima Alcalase é obtida por meio de fermentação submersa do Bacillus 
licheniformis. É considerada uma das enzimas de maior uso e destaque nos 
processos de hidrólises (SLYZYTE et al., 2005). Tem sido amplamente utilizada 
principalmente em indústrias alimentícias em produtos para pessoas alérgicas, em 
bebidas com alta concentração de proteína entre outros (QI et al., 2009). 
Para a resolução do problema de descarte dos resíduos dentro das industrias 
o processo de hidrólise utilizando enzimas proteolíticas se apresenta como uma 
alternativa interessante na obtenção de produtos com elevados valores nutricionais e 





2.3.1 Hidrólise enzimática 
 
O processo de hidrólise pode ser realizado por meio de enzimas, ácidos ou 
álcalis, pode-se também fazer a combinação de duas técnicas ao mesmo tempo, 
porém a realização de hidrólise por meio do uso de enzimas é considerada mais 
interessante, principalmente quando se visa a utilização do hidrolisado em indústrias 
de alimentos (FONKWE; SINGH, 1996; GONÇALVES 2011).  
Reações enzimáticas apresentam vantagens em relação a processos que são 
utilizados catalisadores químicos, pelo fato de apresentarem menor formação de sais, 
menor formação de subproduto, geralmente o solvente utilizado é a água e a 
velocidade de reação é maior (MUSSATTO, FERNANDES; MILAGRES 2007). Além 
de apresentar custos reduzidos, o uso de enzimas é uma técnica menos poluente, e 
possibilita a obtenção de rendimentos bem próximos a de estequiométricos (DE 
AGUIAR, 2010). Originam uma fração solúvel que possui uma grande quantidade de 
proteínas hidrolisadas (DUAN et al., 2010).  
A hidrólise enzimática vem sendo muito utilizada para modificar as 




pode ser aplicado quando se deseja o aumento e a incorporação de proteínas em 
elaborações especificas (SPELLMAN et al., 2003).  
O uso de enzimas proteolíticas promove a quebra das ligações peptídicas dos 
aminoácidos da proteína presente no material, e possibilita a produção de hidrolisados 
com diversas estruturas moleculares e com características funcionais que podem ser 
aplicadas em produtos alimentícios (KRISTINSSON; RASCO, 2000). 
Se a hidrólise for realizada em condições controladas, é possível garantir boas 
características nutricionais, sendo permitido utilizar o valor de grau de hidrólise como 
um critério de comparação de qualidade do hidrolisado proteico, principalmente 
quando o hidrolisado é utilizado pela indústria alimentícia (KRISTINSSON; RASCO, 
2000). 
De acordo com Gonçalves (2011), o método de hidrólise por meio do uso de 
enzimas em proteína é considerado relativamente simples. A primeira etapa é 
submeter o material a uma moagem, com a finalidade de se adquirir uma amostra 
fragmentada, após deve-se acrescentar água na proporção ideal para cada 
experimento, ajusta-se o pH quando necessário e planejado e na última etapa 
adiciona-se a enzima. A escolha da enzima é de grande importância de acordo com o 
material utilizado, que pode vir a interferir no produto final da hidrólise (GAUTHIER; 
POULIOT, 2003). 
Pesquisas relacionadas a processos enzimáticos vem crescendo bastante 
nos últimos anos, experimentos e estudos são realizados com o objetivo de conhecer 
novas técnicas para otimização dos experimentos através de enzimas (PATEL, 2014).  
 
2.3.2 Hidrolisado proteico  
 
Na hidrólise enzimática ocorre a adição de enzimas exógenas, sendo um 
procedimento que possibilita a obtenção de um hidrolisado com as características 
desejadas e conforme sua finalidade, sendo importante o controle de alguns 
parâmetros durante a reação, como por exemplo a escolha da enzima específica para 
cada tipo de substrato a ser manipulado, temperatura, pH, concentração de enzima e 
tempo de reação (KUROZAWA; PARK; HUBINGER, 2009). 
Os hidrolisados obtidos por meio de proteínas ou utilizando-se material 
proteico possuem diferentes aplicações nas indústrias, podendo ser adicionado em 




em cosméticos.Além disso os hidrolisados podem também ser utilizados como fontes 
de nitrogênio em culturas microbianas (SAFARI et al., 2011). São aplicados em 
sistemas de nutrição especialmente em produtos destinados a pessoas que não 
conseguem digerir a proteína pura, como no caso de indivíduos alérgicos a 
determinadas proteínas (BHASKAR et al., 2007). 
Os hidrolisados apresentam potencial para serem utilizados em diversas 
aplicações por sua excelente solubilidade em água em uma ampla faixa de pH, 
podendo ser aplicados em bebidas esportivas com elevado valor proteico, em 
alimentos dietéticos e na produção de alimentos hipoalergênicos para bebês. Podem 
ser aplicados também como fonte de cálcio, potássio, fósforo, e magnésio na nutrição 
humana (FONKWE E SING, 1996). 
O hidrolisado é largamente utilizado para obtenção de peptídeos de proteína 
(KRISTINSSON E RASCO, 2000). E esses peptídeos apresentam diversas atividades 
biológicas por exemplo como anticoagulante, antioxidante, antiobesidade, 
antidiabéticas e antihipertensivo (ELAVARASAN; NAVEEN e SHAMASUNDAR, 
2014). 
 
2.3.3 Fatores que influenciam a hidrólise 
 
As enzimas são vantajosas quando utilizadas em processos industriais, 
apesar disso apresentam uma certa vulnerabilidade diante de variações do pH e 
temperatura.  
Para a obtenção de hidrolisados com características interessantes alguns 
parâmetros devem ser antecipadamente estudados e controlados, como a 
temperatura, pH, concentração de enzima, especificidade e propriedade de enzima e 
relação enzima/substrato. A otimização desses parâmetros juntamente com o 
conhecimento dos mesmos é de grande importância sendo essencial para o 
desenvolvimento de um processo economicamente viável (KUROZAWA; PARK; 
HUBINGER, 2009). 
A funcionalidade das enzimas depende de determinadas condições, como por 
exemplo o tamanho, estrutura, e composição dos aminoácidos, assim como também 
aspectos como temperatura, pH, e a presença de íons no meio (ELAVARASAN; 




Os fatores que influenciam na hidrólise são o pH, temperatura, concentração 
de enzima, o tipo de substrato e o tempo de reação. O efeito desses fatores pode se 
diferenciar dependendo da enzima utilizada, fato este que se evidencia a importância 
do estudo desses parâmetros (VIANA, 2004). 
De acordo com Adler-Nissen (1986), as variáveis de maior relevância dentro 
do processo enzimático são a temperatura, o pH, a especificidade e concentração da 
enzima e o substrato utilizado. Para se obter um procedimento de qualidade e 
economicamente viável é necessário antecipadamente ter o conhecimento desses 
fatores, tendo em vista que a otimização dessas variáveis é muito importante para a 
eficiência da hidrólise. 
Os conhecimentos dos fatores relacionados devem ser estudados 
anteriormente, as condições ótimas de reações enzimáticas são avaliadas e 
desenvolvidas por modelos baseados na estatística. Esses tipos de modelo possuem 
grande importancia para as análises de sistemas complexos. A metodologia de 
resposta (RSM), tem sido muito utilizada nesses tipos de processos (QI et al; 2009). 
É uma metodologia muito utilizada em diferentes substratos em procedimentos de 
hidrólise enzimática (ESLAHI; DADASHIAN e NEJAD, 2013; SEO et al., 2015). 
A temperatura certamente é um dos parâmetros de maior relevância, tendo 
em vista que cada enzima apresenta uma temperatura ideal para o seu desempenho, 
constatando que o tempo de duração do processo também deve ser observado. Desta 
forma os valores de temperatura e a resistência entre as enzimas pode variar, devido 
a estabilidade e ao fator de resistência ao calor que está relacionado com a duração 
da reação enzimática (REED, 1975). 
A temperatura afeta a atividade da enzima pois eleva a energia cinética das 
moléculas resultando em um aumento na possibilidade de choques entre o substrato 
e a enzima. As elevadas temperaturas levam as enzimas a passarem por mudanças 
conformacionais pelo fato da quebra de ligações e interações fracas, esse fenômeno 
é chamado de desnaturação, e é irreversível (MONTEIRO; SILVA, 2009). 
As enzimas perdem sua atividade catalítica e são desativadas por diferentes 
motivos, o que acaba acarretando uma certa limitação em vários processos. 
Pesquisas sobre a inativação são importantes para a compreensão entre a relação 
função e estrutura da enzima (NAIDU; PANDA 2003).  
Para a inativar as enzimas foram realizados estudos cinéticos de hidrólise 




ZAPATA; GUTIÉRREZ, 2012). Esse sistema foi observado por Victor Henri em 1902, 
ele apresentou uma teoria quântica da cinética enzimática e mais tarde no ano de 
1909 foi proposta por Leonor Michaelis e Maud Leonora Menten, que foi denominada 
como cinética de HenriMichaelis-Menten. A equação exposta por esses estudiosos é 
de grande importância nos estudos de enzimologia industrial, pois possibilita a 
realização de cálculos de medidas e velocidade da ligação entre enzimas e substrato 
(MONTEIRO; SILVA, 2009). 
As enzimas são sensíveis a temperatura, quando ocorre o aumento da 
temperatura durante a hidrólise a enzima perde atividade biocatalítica, acarretando a 
perda da atividade mediante a inativação. Ao final da hidrólise enzimática deve-se 
realizar a inativação da enzima, essa etapa pode ser realizada por meio de 
temperatura elevada, ou alteração no pH (GONÇALVES, 2011). Para a inativação da 
enzima por temperatura recomenda-se de 80 ºC a 90 ºC por 10 a 20 minutos (SILVA; 
MACALTA, 2005). 
A variável pH deve ser estudada em processos de hidrólise enzimática de 
proteínas utilizando diferentes enzimas e substratos (LASSÉ et al., 2015). É um fator 
importante para a ação das enzimas dentro da temperatura e pH ótimo (WALSTRA; 
WOUTERS; GEURTS, 2006; O’CONNELL et al., 2006). Deve ser ajustado conforme 
o recomendado para cada enzima (GONÇALVES, 2011). 
O pH apresenta efeito na atividade, pelo fato das enzimas serem formadas 
por grupos químicos, na grande parte por aminoácidos que sofrem ionização e obtém 
cargas momentâneas, gerando uma modificação conformacional do arranjo da enzima 
(MONTEIRO; SILVA, 2009). 
A relação enzima/substrato deve ser cuidadosamente avaliada, é de grande 
importância em relação a velocidade e na produção de peptídeos ao final da hidrólise 
enzimática (GUO; PAN; TANOKURA, 2009). A redução da relação enzima/substrato 
pode contribuir para a formação de peptídeos em larga escala (BIASUTTI, 2006). 
A agitação mecânica também deve ser controlada dentro de uma reação, 
conforme cada tipo de substrato e enzima utilizada, pois a agitação apresenta 
influência na estabilidade enzimática causando mudanças no resultado final 
(COLOMBIÉ; GAUNAND; LINDET, 2001). 
O maior problema enfrentado pelas industrias é a obtenção de enzimas 




que são considerados fatores fundamentais dentro das reações hidrolítica 
(MONTEIRO; SILVA, 2009). 
O sítio ativo da enzima proporciona a interação com o substrato utilizado, com 
a finalidade de agilizar a reação. A determinação e conhecimento do sítio ativo da 
enzima é de grande importância para o processo, pois a reação enzimática depende 
desse conhecimento. Esse procedimento por ser realizado por estudos da cinética da 
reação (POLGÁR, 2005).  
 
2.4 AVALIAÇÕES DA HIDRÓLISE 
 
2.4.1 Porcentagem de matéria hidrolisada 
 
A hidrólise enzimática é uma técnica que se apresenta como uma alternativa 
interessante para o destino de diversos materiais oriundos das agroindustrias, sendo 
possível gerar um produto com valor agregado. Deve-se verificar a eficiência do 
processo de hidrólise, para tanto uma das maneiras é a avaliação da quantidade de 
matéria não hidrolisada ou matéria hidrolisada, o resíduo que as enzimas não 
conseguem degradar, pois esse substrato não hidrolisado pode acumular afetando 
negativamente o sistema, afetando a capacidade de trabalhar em sistemas contínuos, 
com controle do produto final e havendo a necessidade de destinação do produto não 
hidrolisado (DEESLIE; CHERYAN 1981). 
 
2.4.2 Nitrogênio recuperado 
 
A análise de nitrogênio é realizada pelo método de Kjeldahl. Esse método tem 
como principal objetivo a decomposição da matéria orgânica pelo processo de 
digestão a uma temperatura de 400 °C com a adição de ácido sulfúrico, e com o 
acréscimo de um catalisador que faz com que oxidação da matéria orgânica ocorra 
mais rapidamente. Para se determinar a quantidade de nitrogênio realiza-se 
destilação por arraste para a quantificação e após efetua-se titulação com ácido 
diluído (NOGUEIRA; SOUZA, 2005). Com a análise do nitrogênio do material a ser 
sumetido ao processo de hidrólise e a análise do hidrolisado em diferentes tempos é 
possível calcular o nitrogênio recuperado e fazer uma análise da cinética de liberação 




2.4.3 Grau de hidrólise 
 
O grau de hidrólise pode interferir nas características funcionais do produto, 
como por exemplo formação de espuma, retenção de água, a emulsificação e a 
solubilidade de produto final. O tempo de hidrólise prolongado ou um aumento na 
concentração de enzima/substrato acaba reduzindo o comprimento médio da cadeia 
de peptídeos da fração solúvel (proteína hidrolisada). Por outro lado, um aumento no 
processo de hidrólise acarreta a formação de peptídeos solúveis com características 
funcionais indesejáveis (DINIZ; MARTIN, 1997). 
 
2.4.4 Matéria seca e cinzas do resíduo 
 
 A determinação de matéria seca é realizada por meio de aquecimento do 
material para que a água presente na amostra seja removida. O resíduo resultante do 
aquecimento é denominado de matéria seca, e para essa realização é utilizado 
temperaturas de 105 ºC. A umidade representa a quantidade de água presente em um 
determinado material (IAL, 1985). 
 Cinzas é a denominação dada ao resíduo resultante do aquecimento de 
um material em elevadas temperaturas em torno de (550-600ºC). Este resíduo nem 
sempre corresponde a toda substância inorgânica existente na amostra, devido a 
ocorrência de alguns sais sofrerem volatilização ou redução durante o aquecimento 
(IAL, 1985). 
 
2.4.5 Proteína bruta final 
 
A proteína bruta é determinada através da medida total de nitrogênio 
utilizando um fator de conversão de 6,25 que geralmente é o valor aplicado para 
proteína animal. A elevada concentração de proteína presente no hidrolisado faz com 
que o produto se torne diferenciado, pelo fato das proteínas serem consideradas 








2.5 METODOLOGIA DE SUPERFÍCIE DE RESPOSTA 
 
A Metodologia de Superfície de Resposta é uma ferramenta relevante no 
procedimento para obtenção de um produto. É um conjunto de dados que permite ao 
pesquisador do experimento a otimização de técnicas, sendo possível determinar a 
relação entre a resposta e as variáveis independentes (EREN; KAYMAK-ERTEKIN, 
2007). 
A metodologia de superfície de resposta é utilizada em processos bioquímicos 
e químicos. Alguns exemplos usados em procedimentos bioquímicos são: técnicas de 
hidrólises, elaboração de proteases alcalinas e sínteses enzimática de ésteres graxos. 
A metodologia de superficie de resposta não é uma técnica utilizada somente para 
otimização, mas para determinação da cinética de enzimas (BAS; BOYACI, 2007). 
É uma metodologia amplamente utilizada na otimização em processos na 
indústria alimentícia. É um procedimento matemático e estatístico com o objetivo de 
estudar a influência de inúmeros aspectos (variáveis independentes) em relação a 
uma ou mais respostas (variáveis dependentes). Esse sistema estabelece uma 
correlação matemática eficiente em caracterizar o procedimento em execução 
(BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 1996). 
A metodologia de superfície de resposta é uma técnica eficaz para a otimização 
de propriedades na elaboração de alimentos dentro da indústria. É possível a variação 
concomitante de diferentes fatores (variáveis independentes), antecipadamente 
combinados por sua ação nas características do processo (variáveis dependentes). 
Empregando sistemas matemáticos e estatísticos, as respostas experimentais 
apresentam uma combinação de níveis de condições dentro de uma região 
considerada ótima (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 2002) e (BOX; HUNTER; 
HUNTER, 1978). 
 É uma técnica bastante aplicado, permite destacar mais de um fator ao mesmo 
tempo e observar a interação entre os parâmetros incluídos no estudo (FREUND; 
LITTELL, 2000). É composta de vários métodos matemáticos e estatísticos que são 
utilizados para moldar e verificar problemas cujo se quer respostas inspirados por 
determinadas variáveis sendo que a finalidade é a otimização da resposta através da 
modificação das variáveis de entrada (MONTGOMERY, 2005). 
É uma técnica satisfatória quando se tem uma boa compreensão do 




em condições de uma superfície já ajustada, pois quando se possui um ajuste 
apropriado, o estudo será similar à análise da superfície original (MONTGOMERY, 
2005). 
Com base neste levantamento bibliográfico, o objetivo deste estudo foi avaliar 
a viabilidade técnica do uso ou não de enzimas exógenas na degradação de tecido 
animal em solução aquosa, estabelecendo as melhores condições para a hidrólise 
deste tipo de substrato. Para esse processo a enzima escolhida foi a Alcalase, sendo 
essa uma das proteases mais utilizadas em proteína animal. Nos ensaios em que se 
utilizou enzima obteve-se uma reação mais rápida em relação aos ensaios em que 
não se utilizou concentrações de enzimas, obtendo-se respostas interessantes para o 
objetivo deste estudo. A escolha pela uso da metodologia de superfície de resposta 



























3 MATERIAL E MÉTODOS   
 
3.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 
 
Para o planejamento estatístico do estudo utilizou-se delineamento composto 
central rotacional (DCCR), com pontos axiais (α = (2n)1/4). Na (TABELA 1) encontra-
se as especificações dos níveis reais e codificados das variáveis independentes 
estudados no primeiro experimento. 
 
TABELA 1 - ESPECIFICAÇÕES DOS NÍVEIS DAS VARIÁVEIS ESTUDADAS NO PLANEJAMENTO      
DCCR PARA HIDRÓLISE. 
 
  Níveis 
Variáveis  -1,41 (-α) -1 0 1 1,41 (+α) 
pH X1 6,09 6,50 7,50 8,50 8,91 
Temperatura (°C) X2 49,40 52,5 60,0 67,5 70,6 
  
(α): Pontos axiais calculado por α =(2n)1/4), com n=2. 
FONTE: A autora (2018). 
 
Após a determinação dos níveis das variáveis independentes, elaborou-se a 
matriz do planejamento DCCR, com os valores reais (utilizados nos ensaios) e 
codificados (utilizados na análise estatística) das variáveis independentes, totalizando 
doze ensaios realizados. A matriz do planejamento DCCR é apresentada na (TABELA 
2).  
 
TABELA 2 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO DCCR COM OS VALORES REAIS E CODIFICADOS DAS 
VÁRIAVEIS INDEPENDENTES: PH E TEMPERATURA. 
continua 
 Codificados   Reais  
Ensaio pH Temperatura   pH Temperatura 
 --- (ºC)  --- (ºC) 





2 1 -1 6,5 67,5 
3 -1 1 8,5 52,5 
4 1 1 8,5 67,5 






 6,09 60,0 
6 1,41 0 8,91 60,0 
7 0 -1,41 7,5 49,4 





TABELA 2 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO DCCR COM OS VALORES REAIS E CODIFICADOS DAS 
VÁRIAVEIS INDEPENDENTES: PH E TEMPERATURA. 
conclusão 









 7,5 60,0 
10 0 0 7,5 60,0 
11 0 0 7,5 60,0 
12 0 0 7,5 60,0 
 
FONTE: A autora (2018). 
 
Para o planejamento estatístico do estudo utilizou-se delineamento composto 
central rotacional (DCCR), com pontos axiais (α = (2n)1/4). Na (TABELA 3) encontra-
se a matriz de planejamento dos níveis reais e codificados das variáveis 
independentes estudadas no segundo experimento. 
 
TABELA 3 – ESPECIFICAÇÕES DOS NÍVEIS DAS VARIÁVEIS ESTUDADAS NO PLANEJAMENTO      
DCCR. 
 
  Níveis 
Variáveis  -1,68 (-α) -1 0 1 1,68 (+α) 
pH X1 5,82 6,50 7,50 8,50 9,18 
Temperatura (°C) X2 47,4 52,5 60,0 67,5 72,6 
Concentração de enzima kg/ton X3 0,50 1,30 2,50 3,70 4,50 
 
(α): Pontos axiais calculado por α =(2n)1/4), com n=3. 
FONTE: A autora (2018). 
 
Após a determinação dos níveis das variáveis independentes, elabourou-se a 
matriz do planejamento DCCR, com os valores reais (utilizados nos ensaios) e 
codificados (utilizados na análise estatística) das variáveis independentes, totalizando 
os dezoito ensaios realizados. A matriz do planejamento DCCR é apresentada na 
(TABELA 4). A porcentagem de matéria hidrolisada (%), nitrogênio recuperado (%) e 
o grau de hidrólise (%) foram as variáveis dependentes. Todos os ensaios foram 
realizados em duplicata e em ordem aleatória para minimizar o efeito de variações 
das respostas, devido a erros sistemáticos. 
A porcentagem de matéria hidrolisada (%), nitrogênio recuperado (%) e o grau 
de hidrólise (%) foram as variáveis dependentes. Todos os ensaios foram realizados 
em duplicata e em ordem aleatória para minimizar o efeito de variações das respostas, 










TABELA 4 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO DCCR COM OS VALORES REAIS E CODIFICADOS DAS 
VÁRIAVEIS INDEPENDENTES: ENZIMA, PH E TEMPERATURA. 
 
Ensaio 
Codificados  Reais 
Enzima pH Temperatura  Enzima pH Temperatura 
--- --- ---  (Kg/t) --- °C 




1,30 6,50 52,5 
2 -1 -1 1 1,30 6,50 67,5 
3 -1 1 -1 1,30 8,50 52,5 
4 -1 1 1 1,30 8,50 67,5 
5 1 -1 -1 3,70 6,50 52,5 
6 1 -1 1 
 
3,70 6,50 67,5 
7 1 1 -1 3,70 8,50 52,5 
8 1 1 1 3,70 8,50 67,5 






0,50 7,50 60,0 
10 1,68 0 0 4,50 7,50 60,0 
11 0 -1,68 0 2,50 5,82 60,0 
12 0 1,68 0 2,50 9,18 60,0 
13 0 0 -1,68 2,50 7,50 47,4 
14 0 0 1,68 2,50 7,50 72,6 







 2,50 7,50 60,0 
16 0 0 0 2,50 7,50 60,0 
17 0 0 0 2,50 7,50 60,0 
18 0 0 0 2,50 7,50 60,0 
 




Os experimentos de hidrólise foram realizados no laboratório TEC-DAM e as 
análises bromatológicas no laboratório físico-químico, ambos na Embrapa Suínos e 




Utilizou-se para os experimentos dois suínos não eviscerados, com peso 
médio de 25 kg e 63 dias de idade oriundos das granjas da Embrapa Suínos e Aves. 
Os animais foram triturados três vezes em triturador de suínos (modelo TBR-02 S da 
marca TBR - Trituradores Brasil). Em seguida, foi processado em um moedor de carne 
industrial, sem placa porosa. O material foi conduzido a uma misturadora de massas 
da (marca Confrimaq) por 20min. O material moído foi pesado em uma balança de 
precisão (marca Bel, modelo KL 16001), dividido em alíquotas de aproximadamente 




congelamento a uma temperatura de -10 ºC. Esse material inicial apresentava valores 
na base natural de 27,93% de matéria seca (MS), 2,28% de cinzas (CZ) e 15,05% de 




No primeiro experimento não se utilizou concentrações de enzimas, no 
segundo experimento utilizou-se diferentes concentrações da enzima Alcalase 2.5L® 
(número EC 3.4.21.62) fabricada pela empresa Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca), 
classificada como uma endopeptidase de Bacillus licheniformis, possuindo atividade 
específica de 2.5 Unidades Anson (AU) por grama. Uma Unidade Anson corresponde 
a um miliequivalente de tirosina liberada da hidrólise de hemoglobina por minuto. 
De acordo com ficha técnica da Alcalase as condições ótimas de atividade 
para a enzima em relação a temperatura é entre 55,0 °C a 70,0 °C, dependendo do 
tipo de substrato, o pH entre 6,5 e 8,5 e a concentração entre 1,0 a 3,0 kg de enzima 
por tonelada de material a ser hidrolisado. Para a inativação da Alcalase recomenda-
se temperatura de 90,0 ºC por 10 minutos ou a 85,0 ºC por 15 minutos. 
 
3.5 HIDRÓLISE  
 
O material cárneo congelado foi transferido para frasco plástico limpo, 
identificado e pesado. Em seguida os frascos foram cobertos com papel alumínio e 
armazenados em refrigeração (24h) a uma temperatura aproximada de 5,0 ºC até se 
iniciar o processo de hidrólise. 
Após armazenagem os frascos eram retirados da refrigeração, a tampa de 
papel alumínio removida e os fracos mais o substrato eram pesados. Adicionava-se 
300 mL de água tipo II pré-aquecida em banho termostatizado (Q215M da marca 
Quimis) a uma temperatura de 47,4 ºC.  
O pH inicial era ajustado com NaOH 10M ou H2SO4 6N, utilizando-se um 
pHmetro/condutivímetro HI 9813-6 (Hanna Instruments). Sendo que não houve ajuste 
de pH no decorrer do processo de hidrólise.  
Utilizou-se um banho-maria com movimento recíproco (Dubnoff MA 095/RE) 
com 100 rotações por minuto (RPM), e temperatura conforme cada ensaio 




Para cálculo de porcentagem de matéria hidrolisada e análises, os frascos 
eram pesados e a matéria sólida peneirada, por meio de peneira plástica, nos tempos 
de 1, 2, 6, 12, 24 e 48h após início da hidrólise. Pesava-se a matéria sólida retida e 
da fração líquida coletava-se 15 mL e armazenava-se em tubos tipo Falcon. Após as 
amostras eram armazenadas em refrigeração a temperatura aproximada de 5,0 ºC. 
Posteriormente, para o hidrolisado, eram realizadas as análises: nitrogênio 
recuperado e grau de hidrólise no hidrolisado. Na última coleta (48h) os resíduos 
sólidos foram coletados, pesados e armazenados em sacos plásticos devidamente 
identificados para após serem realizadas análises de matéria seca e cinzas do resíduo 
final. 
 
3.6 VARIÁVEIS AVALIADAS NO PROCESSO 
  
3.6.1 Matéria hidrolisada  
 
O resíduo não hidrolisado retido na peneira era pesado em cada coleta, nos 
tempos 1, 2, 6, 12, 24 e 48h. Por meio do valor de massa foi realizado o cálculo de 
porcentagem de matéria hidrolisada para cada coleta em relação ao peso inicial da 
amostra que era de aproximadamente 150 gramas, utilizando a equação (1):   
 
Em que:  
% de Matéria hidrolisada = 100 − 
  M.R 
M.I
× 100                                            (1) 
R = Massa do resíduo não hidrolisado (g) 
M = Massa inicial da amostra (g)                                                                    
  
3.6.2 Nitrogênio recuperado no hidrolisado 
 
Para a determinação de nitrogênio recuperado no hidrolisado utilizou-se o 
método Kjeldahl. Nos diferentes tempos, realizava-se a correção da alíquota retirada 
de cada ensaio nos tempos anteriores (1, 2, 6, 12, 24 e 48h) do hidrolisado. O 






Em que:  
Recuperação de N = 
   M.H x N.H 
M.I x N.I
× 100                                                            (2) 
M.H = Massa do hidrolisado (g) 
N.H = Nitrogênio do hidrolisado (mg/kg) 
M.I = Massa inicial da amostra (g)            
N.I = Nitrogênio inicial da amostra (mg/kg)       
                                              
3.6.3 Grau de hidrólise do hidrolisado 
 
Para determinar o grau de hidrólise realizou-se primeiramente a desnaturação 
com ácido tricloroacético (TCA) 10%, com uma diluição de 5 mL de amostra para 
25 mL de TCA, após centrifugou-se por 10 min a 3000 (rpm). A quantidade de 
nitrogênio solúvel presente na amostra foi determinada pelo método de Kjeldahl. Para 
determinação do grau de hidrólise nos diferentes tempos, realizava-se a correção da 
alíquota retirada de cada ensaio nos tempos anteriores (1, 2, 6, 12, 24 e 48h) na 
massa do hidrolisado. O grau de hidrólise é expresso em porcentagem conforme a 
equação (3): 
 
           Em que:  
          % GH = 
  M.H x N.S.H
M.I x N.I
× 100                                                                                  (3) 
M.H = Massa do hidrolisado (g) 
N.S.H = Nitrogênio solúvel em TCA do hidrolisado (mg/kg) 
M.I = Massa inicial da amostra (g) 
N.I = Nitrogênio inicial da amostra (mg/kg)                                                        
               
2.6.4 Matéria seca do resíduo não hidrolisado 48h 
 
Foi determinada por secagem em estufa a 105 ºC por 15h, de acordo com a 
metodologia do Instituto Adolfo Lutz, (2008), obtendo-se a porcentagem de matéria 
seca (%MS) pelo seguinte cálculo da equação (4):  
 
Em que:  
%MS = 
   M.I−M.F 
M.I




M.I = Massa da amostra (g)  
M.F = Massa final da amostra (g)                                                                         
 
 3.6.5 Cinzas do resíduo não hidrolisado 48h 
 
Definida por incineração em mufla a 550 ºC por 4h, conforme metodologia 
presente (IAL, 2008). Obteve-se a porcentagem de cinzas por meio da equação (5):  
 
Em que:  
% de Cinzas = 
  C 
M
× 100                                                                                  (5) 
C = Massa de cinzas (g) 
M = Massa da amostra (g)                                                                                     
 
3.6.6 Análise estatística    
 
Os dados experimentais para o primeiro teste foram analisados utilizando 
análise de regressão múltipla usando o programa Software STATISTICA versão 8.0 
(StatSoft Inc®, USA). A regressão foi feito em um modelo de 2ª ordem para cada 
resposta. O modelo pode ser expresso com variáveis codificadas (X1, X2) como a 
equação (6): 
 
Y= B0+ B1X1+ B2X2+ B11X12+ B22X22+ B12X1X2+ ε                                                                             (6) 
 
Em que Y representa a variável dependente, B0 é a constante, Bi, Bii, Bij são 
coeficientes estimados pelo modelo. Os coeficientes de regressão para os termos 
lineares, quadráticos, ε, e de interação foram determinados usando regressão linear 
múltipla. A significância de cada coeficiente de regressão foi analisada 
estatisticamente pelo cálculo do teste de F e do seu correspondente valor p.  
No segundo experimento os dados foram avaliados utilizando análise de 
regressão múltipla usando o programa Software STATISTICA versão 8.0 (StatSoft 
Inc®, USA). O Ajuste foi feito em um modelo de 2ª ordem para cada resposta. O 
modelo pode ser expresso com variáveis codificadas (X1, X2, X3) como a equação (7): 
 




A análise de variância (ANOVA) foi aplicada para validar o modelo pelo teste 
do ajuste. Os coeficientes de regressão foram usados então para determinar o modelo 
de 2ª ordem.  
O ponto ótimo máximo para matéria hidrolisada (%) foi determinado pelo 

































4 ANÁLISE DE RESULTADOS 
 
4.1 MATÉRIA HIDROLISADA  
 
 Os valores de matéria hidrolisadas foram determinados por meio do massa da 
matéria hidrolisada no decorrer do processo, e a porcentagem obtida nos ensaios em 
que foram avaliadas as variáveis temperatura, pH e tempo de reação podem ser 
visualizados na (TABELA 5). Nota-se que os valores encontrados para a hidrólise sem 
o uso de enzimas após 48h do início da reação, variaram de 73,40% a 89,80%. 
Maiores valores de matéria hidrolisada (%), foram encontrados nos ensaios em que 
se utilizou as temperaturas entre 52,5 ºC e 60,0 ºC. Quando se manipulou temperatura 
de 60,0 ºC os valores variaram de 80,79% a 85,50%. Ensaios em que a temperatura 
utilizada foi 52,5 ºC os valores de matéria hidrolisada foram de 84,01% e 89,80%.   
Os menores resultados encontrados para matéria hidrolisada foram em ensaios 
que se utilizou a menor e a maior temperatura (49,4 ºC e 70,6 ºC), resultando em 
73,40% e 74,36% respectivamente, percebe-se que a temperatura teve efeito 
importante para essa variável. Outra questão importante é o fato de que ao trabalhar 
com as temperaturas de 49,4 ºC e 52,5 ºC após as 12h o material apresentava odor 
característico de putrefação. Verificou-se que os valores foram relevantes para essa 
variável, tendo em vista que nos ensaios não se adicionou enzimas, constando que a 
temperatura foi um fator de grande importância para os resultados obtidos. 
 
TABELA 5. MATÉRIA HIDROLISADA (%) OBTIDA EM CADA EXPERIMENTO DO PLANEJAMENTO 








     Matéria hidrolisada H (%)  
Ensaios pH Temperatura (°C) 1h 2h 6h 12h 24h 48h Broken-
line (h) 
1 6,50 52,5 20,72 23,12 32,98 43,58 66,25 84,01 32,81 
2 6,50 67,5 41,77 54,56 65,11 71,35 73,92 76,56 7,92 
3 8,50 52,5 11,20 13,16 24,39 49,40 81,71 89,80 26,12 
4 8,50 67,5 47,53 62,93 70,78 74,87 76,15 78,26 7,12 




TABELA 5. MATÉRIA HIDROLISADA (%) OBTIDA EM CADA EXPERIMENTO DO PLANEJAMENTO 




FONTE: A autora (2018). 
 
Em processos de hidrólise as variáveis temperatura, tempo de reação e pH 
devem ser previamente avaliadas antes de se iniciar a reação. No presente estudo a 
temperatura e o tempo de reação foram de grande importância para os resultados 
obtidos. Na maioria dos ensaios os resultados já eram satisfatórios em 12h de 
processo, exceto para os ensaios em que a temperatura utilizada foi de 49,4 ºC, que 
se tornou eficiente próximo a 48h de processo. Já para os ensaios a 52,5 ºC, 
observou-se que o porcentual de proteína hidrolisada tornou-se mais expressivo após 
24h. Os resultados para a temperatura 52,5 ºC, também se tornou mais relevante após 
24h de reação.  
Nota-se que os resultados em 12h foram eficientes para ensaios em que a 
temperatura utilizada foi entre 60,0 ºC, 67,5 ºC e 70,6 ºC, pelo fato de temperaturas 
mais elevadas tornam o processo mais rápido para essa enzima. Sendo que a matéria 
hidrolisada a 48h utilizando as temperaturas de 67,5 ºC e 70,6 ºC foram inferiores a 
60,0 ºC.  
Os ajustes de pH, não apresentaram diferença significativa para este estudo, 
não alterando as respostas obtidas. Isto pode ser explicado pelo fato do ajuste de pH 
ter sido realizado somente ao início da reação, não sendo ajustado no decorrer da 
hidrólise. O objetivo inicial era analisar o processo de hidrólise sem ajustar o pH, 
visando desenvolver um processo de menor complexidade. O pH está relacionado 
diretamente ao tipo de hidrolisado obtido ao final da reação e sua aplicação, tendo em 
vista se o hidrolisado for aplicado em indústrias alimentícias essa variável deve ser 
cuidadosamente avaliada. 
A influência da temperatura em uma reação de hidrólise pode ser conhecida 
em fases diferentes, elevada temperatura ocasiona um aumento na velocidade do 
6 8,91 60,0 37,85 55,96 72,23 78,58 82,36 85,50 7,41 
7 7,50 49,4 13,67 16,89 25,72 29,88 40,59 73,40 Ns 
8 7,50 70,6 45,10 58,64 67,27 70,31 72,45 74,36 7,06 
9 7,50 60,0 37,15 44,67 67,18 75,80 79,19 83,16 8,04 
10 7,50 60,0 38,22 44,50 63,92 73,04 77,11 80,79 8,55 
11 7,50 60,0 34,83 56,80 69,86 74,24 78,53 81,25 7,07 




processo, pois gera um aumento na energia cinética das moléculas. Com isso, pode-
se explicar que mesmo em temperaturas mais elevadas ocorre um aumento da 
constante de hidrólise. A segunda seria a desnaturação de possíveis enzimas no meio 
com redução da atividade enzimática do processo (KUROZAWA; PARK; HUBINGER 
2008). 
O ponto ótimo para matéria hidrolisada foi determinado pelo modelo Broken-
line, que permite identificar o tempo em que a reação atinge o ponto máximo e também 
permite identificar o platô, que pode resultar em níveis que promovam a queda ou 
estabilização no desempenho do processo, o nível ótimo é determinado pelo ponto de 
quebra. É uma técnica que permite o pesquisador obter uma compreensão quando 
ocorreu o ponto ótimo em uma reação. 
Os valores encontrados podem ser observados na (TABELA 5). Os tempos 
variaram de 6,87h a 32,81h. Os maiores tempos 32,81h e 26,12h foram identificados 
nos ensaios em que a temperatura utilizada foi de 52,5 ºC, e nota-se que a menor 
temperatura testada 49,4 ºC o resultado não apresentou platô. Para esta constatação 
a temperatura também foi muito importante, e que as temperaturas mais baixas não 
se apresentaram eficiente nos tempos iniciais. Nos ensaios em que se utilizou 
temperaturas de 60,0 ºC, 67,5 ºC e 70,6 ºC, valores variaram de 6,87h a 8,55h, os 
mais baixos detectados para esta variável. 
Verificou-se que a máxima resposta para matéria hidrolisada por meio deste 
modelo revela que em 1h de reação o nível ótimo aconteceu em temperatura de 
62,17 ºC, para uma máxima produção de 41,54%, e em 6h de processo a temperatura 
foi de 65,62 ºC resultando em valores de 75,17%, e em 48h a temperatura de 58,12 ºC 
resultando em 82,10% de matéria hidrolisada.  
As equações para o modelo matemático obtidos a partir dos valores de matéria 
hidrolisada de suínos mortos não abatidos são apresentados na (TABELA 6). 
Observa-se que o modelo se ajustou aos dados experimentais, com valores de 
coeficientes de variação (R2) acima de 68%. Os efeitos dos fatores lineares e 
quadráticos também são expostos na (TABELA 6), verificando que para o parâmetro 
temperatura quadrática (T^2), os resultados foram significativos a 95% de confiança 







TABELA 6. EQUAÇÕES DE REGRESSÃO REPRESENTANDO A SUPERFÍCIE DE RESPOSTA DOS 
EXPERIMENTOS PARA MATÉRIA HIDROLISADA (%) DE SUÍNOS MORTOS NÃO ABATIDOS. 
 








0,946 14,93 T, T^2 
2 MH =-418,98-34,69*pH-0,151*pH^2+17,74*T-
0,166*T^2+0,611*pH*T 
0,871 83,98 T, T^2 
6 MH =-823,44-0,953*pH-1,808*pH^2+27,51*T-
0,240*T^2+0,475*pH*T 
0,922 50,40 T, T^2 
12 MH =-906,12+0,930*pH+0,355*pH^2+30,52*T-
0,234*T^2-0,076*pH*T 
0,986 6,50 T, T^2 
24 MH=-661,00-8,10*pH+2,49*pH^2+24,52*T-
0,171*T^2-0,441*pH*T 
0,773 54,02 T^2 
48 MH=-92,33-15,76*pH+1,69*pH^2+7,89*T-
0,060*T^2-0,136*pH*T 
0,681 13,27 Ns 
 
R2= coeficiente de determinação; * p value < 0,05. T= Temperatura; T^2= Temperatura quadrática; 
E*T= Interação enzima e temperatura 
FONTE: A autora (2018). 
 
 
Em estudos realizados por Oliveira et al. (2015), obtiveram valores de matéria 
hidrolisada de 86,13% quando utilizaram enzima Papaína Látex-1,5 units/MG em 
temperatura de 60,0 ºC, quando utilizaram a Flavourzyme 1 LAPU/g em temperatura 
de 50,0 ºC encontraram valores de 58,20% e quando utilizaram a enzima Protamax 
1,5 AU-NH/g, a 50 ºC, os resultados foram de 78,03%, em 2h de reação. 
 Neste estudo, os valores para matéria hidrolisada em 2h de reação variaram 
entre 13,16% a 62,93%, sem uso de enzima em diferentes temperaturas. Nos ensaios 
em que a temperatura utilizada foi de 60,0 ºC os valores variaram entre 44,50% a 
62,93% em 2h de reação, valores consideráveis uma vez que não houve a utilização 
de enzima, sendo possível notar que os resultados foram próximos aos encontrados 
pelos autores quando utilizaram a enzima Flavourzyme. 
  Nos ensaios em que a temperatura usada foi de 52,5 ºC os valores foram de 
13,16% e 23,12% e na temperatura de 49,4 ºC obteve-se 16,89%, considerando que 
nestes ensaios em que se utilizou temperaturas mais baixas, em 48h os resultados 
foram bem eficientes, pelo fato de não se adicionar enzima. 
A melhor condição para matéria hidrolisada foi em temperaturas de 52,5 ºC e 







4.2 NITROGÊNIO RECUPERADO  
 
Os valores para nitrogênio recuperado podem ser visualizados na (TABELA 7). 
Verifica-se que em 48h os valores encontrados foram de 75,72% a 89,38%. Os 
maiores resultados foram detectados nos ensaios em que a temperatura utilizada foi 
de 52,5 ºC e 60,0 ºC. Um dos menores valores (76,98%), foi encontrado no ensaio em 
que a temperatura aplicada foi de 70,6 ºC. Para esse parâmetro em alguns ensaios o 
interessante seria conduzi-los até 48h, em outros os resultados se mostraram bem 
eficientes em 12h.  
O menor valor encontrado em 1h para nitrogênio recuperado foi no ensaio em 
que se utilizou a menor temperatura 49,4 ºC, resultando em 22,70%, isso demonstra 
que a temperatura de reação é uma variável relevante para a resposta nitrogênio 
recuperado de um hidrolisado.  
 
TABELA 7. VARIAVÉL RESPOSTA NITROGÊNIO RECUPERADO (%) PARA ENSAIOS DE 
HIDRÓLISE EM SUÍNOS MORTOS NÃO ABATIDOS UTILIZANDO A ENZIMA ALCALASE. 
 
   Nitrogênio recuperado (%) 
Experimentos pH Temperatura (°C) 1h 2h 6h 12h 24h 48h 
1 6,50 52,5 27,24 29,46 37,58 46,39 68,26 83,86 
2 6,50 67,5 40,29 49,82 63,02 70,39 73,70 75,84 
3 8,50 52,5 32,25 34,40 43,34 57,69 82,39 89,38 
4 8,50 67,5 44,73 57,86 68,46 72,77 75,12 77,25 
5 6,09 60,0 42,14 56,43 69,74 75,53 79,89 82,38 
6 8,91 60,0 43,18 58,59 72,28 80,88 82,62 83,72 
7 7,50 49,4 22,70 27,07 33,86 39,86 50,21 77,00 
8 7,50 70,6 41,99 55,82 66,66 71,24 74,64 76,98 
9 7,50 60,0 38,20 47,76 65,21 73,82 79,72 82,28 
10 7,50 60,0 37,55 45,42 64,71 73,51 79,11 75,72 
11 7,50 60,0 34,10 48,59 65,53 69,39 75,64 81,64 
12 7,50 60,0 42,26 58,41 70,20 70,78 78,94 82,27 
 
FONTE: A autora (2018). 
 
As equações para o modelo matemático obtidos a partir dos valores de 
nitrogênio recuperado são apresentados na (TABELA 8), sendo que o modelo se 
ajustou aos dados experimentais, com valores de coeficientes de variação (R2) acima 
de 53%. Os efeitos significativos dos fatores lineares e quadráticos também são 
expostos na (TABELA 8), verificando que para temperatura quadrática (T^2) os 
resultados foram significativos a 95% de confiança (p< 0,05), em todas as coletas 





TABELA 8. EQUAÇÕES DE REGRESSÃO REPRESENTANDO A SUPERFÍCIE DE RESPOSTA DOS 




Equação NR = Nitrogênio recuperado (%) 
 




 0,911 7,627 T, T^2 
2 NR=266,9435,39*pH+2,08*pH^2+13,33*T
-0,11*T^2+0,10*pH*T 
 0,860 33,27 T, T^2 
6 NR=-664,13,54*pH+0,402*pH^2+22,95*T- 
0,178*T^2-0,011*pH*T 
 0,929 23,75 T, T^2 
12 NR=-662,35-7,94*pH+1,89*P+23,74*T- 
0,168*T^2-0,297*pH*T 
 0,956 12,25 T, T^2 
24 NR=-499,615,54*pH+2,23*pH^2+19,11*T- 
0,128*T^2-0,424*pH*T 
 0,753 36,07  T^2 
48 NR=38,89-15,99*pH+1,69*pH^2+3,58*T- 
0,024*T^2-0,136*pH*T 
 0,534 14,82 Ns 
 
R2= coeficiente de determinação; * p value < 0,05. T= Temperatura; T^2= Temperatura quadrática; E*T= 
Interação enzima e temperatura 
FONTE: A autora (2018). 
 
Em estudos com Cabrinha (Prionotus punctatus) utilizando a enzima Alcalase 
2.4 AU/g, Santos et al. (2009) detectaram valores para a variável nitrogênio 
recuperado de 76,1% a 86,1%, quando manipularam a reação em temperatura de 
60,0 ºC em 1h de hidrólise, neste estudo os valores para essa temperatura sem o uso 
de enzima foram de 34,10% a 43,18%. 
Para nitrogênio recuperado as maiores resultados foram encontrados em 
condições de temperatura de 52,5 ºC e 60,0 ºC, nessas condições os valores de 
nitrogênio recuperado em relação a porcentagem  de nitrogênio inicial do material foi 
maior. 
 
4.3 GRAU DE HIDRÓLISE 
 
Os valores de grau de hidrólise para ensaios sem enzimas através da interação 
temperatura e pH podem ser observados na (TABELA 9). Os resultados para 48h 
variaram de 36,08% a 71,18%. Notou-se que o menor valor para esse parâmetro foi 
no ensaio em que se empregou a maior temperatura 70,6 ºC, e o maior resultado 









TABELA 9. RESPOSTA APRESENTADA PARA GRAU DE HIDRÓLISE (%) DE SUÍNOS MORTOS 
NÃO ABATIDOS. 
 
   Grau de hidrólise (%) 
Ensaios pH Temperatura (°C) 1h 2h 6h 12h 24h 48h 
1 6,50 52,5 11,98 14,45 22,33 30,90 44,29 58,60 
2 6,50 67,5 22,37 27,80 33,96 37,53 39,80 42,29 
3 8,50 52,5 15,30 17,97 26,33 37,17 59,80 71,18 
4 8,50 67,5 21,54 28,65 34,47 37,70 39,72 41,77 
5 6,09 60,0 22,19 26,71 34,04 38,43 43,96 52,35 
6 8,91 60,0 21,37 27,78 38,36 45,36 49,91 50,19 
7 7,50 49,4 11,54 13,41 19,81 24,59 31,07 54,16 
8 7,50 70,6 24,34 27,52 30,11 31,44 33,51 36,08 
9 7,50 60,0 19,12 24,47 33,00 39,39 43,85 47,27 
10 7,50 60,0 18,20 23,24 31,50 35,87 41,32 47,48 
11 7,50 60,0 16,25 24,99 38,26 40,65 45,13 46,86 
12 7,50 60,0 21,31 30,51 39,97 38,85 42,42 46,60 
 
FONTE: A autora (2018). 
 
As equações para o modelo matemático obtidos a partir dos valores de grau 
de hidrólise utilizando a Alcalase são apresentados na (TABELA 10), o modelo se 
ajustou aos dados experimentais, com valores de coeficientes de variação (R2) acima 
de 67%. Os efeitos significativos dos fatores lineares e quadráticos também são 
expostos na (TABELA 10), verificando que para a variável temperatura (T) os 
resultados foram significativos a 95% de confiança (p< 0,05) em todos os horários de 
coletas, exceto para 24h de coleta. 
 
TABELA 10. EQUAÇÕES DE REGRESSÃO REPRESENTANDO A SUPERFÍCIE DE RESPOSTA 
DOS ENSAIOS PARA GRAU DE HIDRÓLISE EM SUÍNOS MORTOS E NÃO ABATIDOS. 
 








0,895 3,47 T, pH^2 
2 GH=-92,04-17,84*pH+1,59*pH^2+5,25*T-
0,032*T^2-0,089*pH*T 
0,964 1,810 pH^2, T, T^2 
6 GH=-244,55-14,08*pH+1,49*pH^2+10,26*T-
0,073*T^2-0,116*pH*T 








0,679 31,833 ns 
48 GH=129,60-24,47*pH+3,45*pH^2+1,35*T+ 
0,006*T^2-0,44*pH*T 





R2= Coeficiente de determinação; * p value < 0,05. T= Temperatura; T^2= Temperatura quadrática; pH, 
pH^2 pH quadrático 
FONTE: A autora (2018). 
  
 O grau de hidrólise é determinado como a porcentagem de ligações peptídicas 
clivadas (SHAHIDI, 1994). Zavareze et al. (2009) em experimentos utilizando cabrinha 
(Prionotus punctatus), observaram que os valores de grau de hidrólise aumentaram 
conforme o aumento de tempo de reação, o que corrobora com os resultados 
encontrados para este estudo. Quando realizaram uma hidrólise enzimática por meio 
da Alcalase em temperatura de 60,0 ºC em 1h de reação encontraram valores de 
25,41%, resultados bem semelhantes aos encontrados neste estudo em 1h de reação 
sem adição de enzima, em que nesta temperatura os valores variaram de 16,25% a 
22,19%. 
Charoenphun et al. (2012) em estudos de hidrólise após 6h notaram que os 
valores para grau de hidrólise em reação a 50,0 ºC com tilápias (Oreochromis 
niloticus) utilizando a enzima Papaína 1,5 U/mg, e Flavourzyme 1.000L foram de 
41,6% e 35,6% respectivamente. Notando que os resultados obtidos por meio da 
Flavourzyme se aproximou dos encontrados neste estudo em 12h de processo 
quando utilizado uma temperatura de 52,5 ºC que resultou em 30,90% e 37,17%. 
Kurozawa, Park e Hubinger (2009), em estudo com carne frango utilizando 
Alcalase 2.4 AU/g, verificaram que os maiores valores de grau de hidrólise foram 
obtidos em ensaios que a temperatura utilizada foi de 60,0 ºC, com concentração de 
enzima de 2,5 kg/ton em 6h de hidrólise, visto que esses valores se aproximaram de 
40%, valores bem próximos aos encontrados neste estudo que variaram de 31,50% a 
39,97% em 60,0 ºC em 6h de hidrólise. 
Oliveira et al. (2015), em estudos de hidrólise utilizando carcaças de frango 
desossada e as enzimas Papaína Látex-1,5 units/mg em temperatura de 60,0 ºC, 
Flavourzyme 1000 LAPU/g em 50,0 ºC, e Protemax 1,5 AU-NH/g em temperatura de 
50,0 ºC encontraram valores para grau de hidrólise de 39,25%, 16,72% e 47,12% 
respectivamente, em 1h de reação, em 2h esses valores foram de 43,19%, 20,25% e 
51,31% respectivamente, sendo possível notar que após 1h esses valores pouco 
alteraram. O parâmetro tempo de hidrólise pode ser determinante para o grau de 
hidrólise. 
Para a variável grau de hidrólise os melhores resultados foram encontrados 




parâmetro avaliado temperatura de 49,4 ºC e 70,6 ºC, resultaram em valores mais 
baixos que as demais temperaturas. 
 
4.4 MATÉRIA SECA E CINZAS DO RESÍDUO FINAL E PROTEÍNA BRUTA FINAL 
  
Os valores obtidos para matéria seca e cinzas do resíduo final e proteína bruta 
do hidrolisado líquido, alcançados através da interação entre diferentes temperaturas 
e ajustes de pH, são apresentados na (TABELA 11).  
 
TABELA 11 - VALORES PARA MATÉRIA SECA (%) E CINZAS DO RESÍDUO E PROTEÍNA BRUTA 
DO HIDROLISADO COM 48H DE HIDRÓLISE DE SUÍNOS MORTOS NÃO ABATIDOS EM FUNÇÃO 
DO PH INICIAL E TEMPERATURA (ºC). 
 







1 6,50 52,5 30,77 10,82 5,12 
2 6,50 67,5 28,76 7,82 4,60 
3 8,50 52,5 31,76 12,1 5,23 
4 8,50 67,5 29,45 8,36 4,47 
5 6,09 60,0 28,56 6,99 4,79 
6 8,91 60,0 31,23 10,94 4,74 
7 7,50 49,4 24,99 5,27 4,93 
8 7,50 70,6 28,30 6,95 4,58 
9 7,50 60,0 29,73 6,42 4,77 
10 7,50 60,0 28,90 6,19 4,34 
11 7,50 60,0 27,78 6,94 4,92 
12 7,50 60,0 41,57 22,97 4,84 
 
Matéria seca (MS), Cinzas (CZ), Proteína Bruta PB. 
FONTE: A autora (2018). 
 
Os valores para matéria seca variaram de 24,99% a 41,57%, constatando que 
o menor valor encontrado foi no ensaio em que se utilizou a menor temperatura 
49,4 ºC, e o maior valor 41,57%, foi observado no ensaio em que se utilizou 
temperatura de 60,0 ºC. 
Os resultados para cinzas em 48h de processo foram de 5,27% a 22,97%, 
verificando que o menor resultado também foi constatado no ensaio em que a 
temperatura manipulada foi a menor 49,4 ºC. Já o maior valor 22,97% 
consequentemente foi detectado no ensaio em que se obteve a maior porcentagem 
de matéria seca, no qual a temperatura foi de 60,0 ºC, para essa variável o valor diferiu 




diferiu dos demais ensaios quando se manipulou a mesma temperatura, e pode ser 
explicado pela maior presença de ossos e pele na amostra. 
Os resultados para proteína bruta no hidrolisado, variaram entre 4,34% a 
5,23%, valores bem semelhantes em temperatura e ajustes de pH diferentes, podendo 
ser verificado que esses valores não apresentaram diferenças significativas entre os 
ensaios através das interações. 
Centenaro e Mellado (2008), encontraram valores de matéria seca em 
experimentos utilizando corvina através do uso de enzima Alcalase 2.4 AU/g, em 
temperatura de 50,0 ºC, valores entre 7,2% a 13,1%, valores bem menores aos 
encontrados neste estudo sem o uso de enzimas, para este parâmetro os resultados 
foram bem interessantes pelo fato de não se aplicar nenhuma concentração de 
enzima. 
Schimidt e Salas-Mellado (2009), em estudos utilizando Alcalase 2.4 AU/g, 
em ensaios com temperatura de 50,0 ºC e 55,0 ºC, quando hidrolisaram peito e coxa 
de frango encontram porcentagem de cinzas de 3,34% e 4,27% respectivamente, 
valores esses inferiores aos encontrados neste estudo, que em temperatura de 
49,4 ºC resultou em 5,27% e quando a temperatura aplicada foi de 52,5 ºC os valores 
foram de 10,82% e 12,1%. 
Oliveira et al. (2015), em pesquisa com carcaças de frango manualmente 
desossadas, utilizando a enzima Papaína Látex-1,5 U/mg e temperatura de 60,0 ºC, 
encontraram valores de cinzas de 4,81%, valores bem semelhantes aos encontrados 
neste estudo sem uso de enzima. Constata-se que o parâmetro temperatura se 





5 ANÁLISE DE RESULTADOS 
 
5.1 MATÉRIA HIDROLISADA  
 
Os valores de porcentagem de matéria hidrolisada (TABELA 12), 
apresentaram variações nas respostas de acordo com a temperatura e concentração 
de enzima aplicada. Aparentemente os diferentes ajustes de pH no início da hidrólise 
não demostraram influência para esta variável. Ao final do processo (48h), os 
resultados para matéria hidrolisada dos ensaios variaram de 83,83% a 95,05%.  
 Os maiores valores de porcentagem de matéria hidrolisada em 48h foram 
verificados nas condições de hidrólise em que se utilizou concentração de enzima 
entre 2,50 kg/ton e 3,70 kg/ton, e temperatura entre 60,0 ºC e 67,5 ºC. Os menores 
valores foram encontrados nos ensaios em que se utilizou as menores e a maior 
temperatura testada, (52,5 ºC, 47,4 ºC e 72,6 ºC), originando valores de 83,83%, 
85,19% e 85,78% respectivamente. Uma questão importante ao trabalhar com a 
temperatura de 47,4 ºC e 52,5 ºC é que após as 12h o material apresentava odor 
característico de putrefação. 
O resultado ao final do processo para a maior concentração de enzima testada 
(ensaio 10) 4,50 kg/ton, foi de 93,97% de matéria hidrolisada, em temperatura de 
60,0 ºC, valor semelhante aos encontrados em ensaios em que se utilizou 
concentração de 2,50 kg/ton, nesta mesma temperatura, percebendo que a 
concentração mais elevada não se apresentou mais eficiente como se inferia, 
tornando-se assim um ponto positivo para este processo, proporcionando menores 
custos em relação a enzima que é um fator economicamente importante para o 
processo, tendo em vista que no ensaio em que se utilizou concentração de enzima 
de 0,50 kg/ton o resultado foi de 91,24%. 
De acordo com a ficha técnica da enzima Alcalase elaborada pelo fabricante, 
empresa Novozymes apresentada conforme o (APÊNDICE 1), as condições ótimas 
de atividade desta enzima são: temperatura entre 55,0 °C a 70,0 °C, (dependendo do 
tipo de substrato), pH entre 6,50 e 8,50 e concentração de enzima entre 1,0 a 3,0 
kg/ton. A Alcalase apresenta uma ampla faixa de trabalho das variáveis temperatura, 
pH e concentração de enzima, os quais devem ser avaliados para cada material a ser 
hidrolisado. Os valores encontrados levando em consideração a porcentagem de 




restrita de temperatura e concentração de enzima, mas que estão dentro das faixas 
recomendadas pela empresa fabricante. 
Variáveis como tempo de reação, temperatura, pH, e concentração de enzima 
devem ser estudados antes de iniciar uma hidrólise. Neste estudo a temperatura e 
concentração de enzima se apresentaram de grande relevância em relação aos 
resultados obtidos.  
Fonkwe e Singh (1996), em experimentos com resíduos de carne de peru 
mecanicamente desossado, utilizando temperatura de 60,0 ºC, e a enzima Papaína 
1,7 U/mg em concentração de 2,50 kg/ton, após 2h de reação verificaram uma 
redução do peso de 51% em relação ao peso inicial, já para este estudo em 2h com a 
mesma temperatura e concentração de enzima, diferindo a protease utilizada, resultou 
em valores médio de 80,74%, valores encontrados neste estudo foram relativamente 
mais elevados em comparação aos relatados por esses autores, que pode ser 
justificado pelo fato do uso de enzihmas e material para hidrólise distintos e aplicação 
de agitação do material. 
 
TABELA 12. RESPOSTA APRESENTADA PARA MATÉRIA HIDROLISADA (%) DE SUÍNOS MORTOS 
NÃO ABATIDOS OBTIDA COM A ENZIMA ALCALASE. 
 
FONTE: A autora (2018). 
 
Os diferentes valores de ajustes de pH dentro da faixa avaliada não 
mostraram efeito significativo sobre a porcentagem de matéria hidrolisada. Divergindo 
    Matéria Hidrolisada %  




1h 2h 6h  12h 24h 48h Broken-
line (h) 
1 1,30 6,50 52,5 26,12 30,69 58,05 77,61 87,80 89,74 10,17 
2 1,30 6,50 67,5 65,81 77,66 84,04 86,92 88,22 88,88 6,97 
3 1,30 8,50 52,5 18,78 24,79 51,60 68,44 85,31 83,83 10,18 
4 1,30 8,50 67,5 65,57 77,48 84,55 87,91 89,16 89,90 7,08 
5 3,70 6,50 52,5 33,07 40,73 74,55 87,89 92,44 88,97 7,83 
6 3,70 6,50 67,5 72,91 82,41 86,98 88,96 89,46 90,06 6,73 
7 3,70 8,50 52,5 26,09 35,88 73,17 86,22 90,01 85,14 7,48 
8 3,70 8,50 67,5 73,06 82,76 88,08 90,03 90,81 91,35 6,73 
9 0,50 7,50 60,0 41,54 65,72 77,84 85,69 89,37 91,24 7,47 
10 4,50 7,50 60,0 73,71 83,72 89,72 92,21 93,11 93,97 6,94 
11 2,50 5,82 60,0 71,70 81,14 88,44 91,83 93,21 94,05 7,32 
12 2,50 9,18 60,0 72,03 82,29 89,44 92,25 93,05 93,28 6,87 
13 2,50 7,50 47,4 14,51 22,18 41,25 58,22 76,89 85,19 17,35 
14 2,50 7,50 72,6 73,03 79,76 83,86 84,50 85,24 85,78 6,41 
15 2,50 7,50 60,0 67,18 80,85 87,65 92,20 94,28 95,05 7,48 
16 2,50 7,50 60,0 65,94 78,48 86,11 92,21 93,59 94,22 7,81 
17 2,50 7,50 60,0 67,11 79,99 88,26 90,22 90,59 92,89 6,54 




de outros autores, de acordo com Roslan et al. (2014), os ajustes de pH podem 
acarretar mudanças que afetam a enzima e o substrato, pois modifica a distribuição 
de cargas e conformação das proteínas. Conforme Shi et al. (2005), o pH pode 
ocasionar a dissociação de grupos ativos das enzimas, influenciando na dinâmica e a 
associação com o substrato.  
Conforme os autores Lassé et al. (2015), Valencia et al. (2014), Verhaeghe et 
al. (2016), o pH é uma variável que deve ser estudada antes de iniciar a hidrólise com 
diferentes tipos de enzimas e substratos, para se obter resultados satisfatórios, 
principalmente quando o hidrolisado é utilizado em indústrias alimentícias. 
Em estudos realizados por Kurozawa, Park e Hubinger (2008), utilizando 
carne de frango, constataram que o pH foi uma variável determinante para os 
resultados alcançados, originando diferenças significativas entre os ensaios. Essa 
importância em relação ao ajuste de pH pode ser explicada pelo fato do hidrolisado 
produzido por esses autores ser de uso alimentício, o que acaba tornando uma 
variável de grande importância, tendo em vista que influencia no sabor dos produtos 
comestíveis. 
Diferenças em relação ao comportamento da hidrólise em relação o pH neste 
experimento podem ser devido ao não ajuste do pH ao longo da hidrólise, pois o 
objetivo inicial era analisar o processo de hidrólise sem essa prática, visando 
desenvolver um processo de menor complexidade. 
Baez, Barreneche e Montoya (2016), em estudos de hidrólise aplicando 
Alcalase 2.4 AU/g em víceras de tilápias vermelha (Oreochromis spp.), constataram 
que as melhores condições foram encontradas nos ensaios em que utilizaram 
temperatura de 53,0 ºC e pH 9,50 resultados diferentes aos encontrados nesta 
pesquisa que para temperatura os valores que mais se destacaram foram entre 
60,0 ºC e 67,5 ºC, que pode ser explicado pelo tipo de substrato utilizado, tendo em 
vista que a Alcalase se comporta de forma distinta em substratos diferentes. Esses 
autores também constataram que a Alcalase apresentou resultados mais eficientes 
nas variáveis estudadas quando comparada a outras proteases, como a Flavourzyme 
500 LAPU/g e a Neutrase 1,5 AU-NH/g. 
O ponto ótimo máximo para matéria hidrolisada (%) foi determinado pelo 
modelo Broken-line, esse modelo auxilia na determinação do tempo em horas em que 
a reação atinge o ponto máximo e após ocorre um platô, podendo resultar em níveis 




é determinado pelo ponto de quebra. É uma técnica que permite o pesquisador obter 
uma compreensão quando ocorreu o ponto ótimo em uma reação. 
Os valores encontrados para esse parâmetro podem ser observados na 
(TABELA 12). Os tempos variaram de 6,41 a 17,35h. O maior tempo (17,35h) foi 
notado no ensaio em que se empregou a menor temperatura (47,4 ºC), seguido dos 
ensaios em que se utilizou temperatura de 52,5 ºC resultando em tempos de 10,17 e 
10,18h, evidenciando que temperaturas mais baixas apresentaram valores mais 
elevados, comparados aos demais ensaios quando se aplicou temperaturas mais 
altas. 
O menor tempo (6,41h) foi verificado no ensaio em que a temperatura testada 
foi a mais elevada (72,6 ºC). Porém, verifica-se que a porcentagem de matéria 
hidrolisada ao final do processo foi 85,78%, isso pode ter ocorrido por uma melhor 
condição de atividade enzimática inicial e possível desnaturação da enzima no 
decorrer do processo devido à alta temperatura, tendo em vista que a temperatura 
máxima recomendada pelo fabricante da Alcalase é de 70,0 ºC. A maioria dos ensaios 
apresentaram uma média entre 6h a 8h para essa análise, resultados esses 
encontrados nos ensaios em que se usou temperaturas entre 60,0 ºC e 67,5 ºC, 
constatando que para essa variável a temperatura elevada não é adequada. O uso de 
uma temperatura moderada e não a mais elevada também traz benefícios econômicos 
quando se considera o custo energético para se manter o sistema aquecido. 
De acordo com os resultados obtidos para tempo de reação observou-se que 
em 6h de processo os resultados de porcentagem de matéria hidrolisada já se 
mostravam bem satisfatórios para a maioria dos ensaios, exceto quando se utilizou as 
menores temperatura entre 47,4 ºC e 52,5 ºC. Verificou-se que após 12h o processo 
atingiu um platô, não alterando significativamente os resultados após esse período, 
percebe-se que não haveria a necessidade de longos períodos para que ocorresse 
uma hidrólise satisfatória. Esse platô pode ser explicado pela escassez de substrato 
para hidrólise, e a alteração do momento de platô é devido aos fatores estudados que 
alteram a velocidade da reação de hidrólise. 
As equações para o modelo matemático obtidos a partir dos valores de 
porcentagem de matéria hidrolisada com a utilização da Alcalase são apresentados 
na (TABELA 13), sendo que o modelo se ajustou aos dados experimentais com 
valores de coeficientes de variação (R2) acima de 86%. Os efeitos significativos dos 




para temperatura quadrática (T^2) os resultados foram significativos a 95% de 
confiança (p< 0,05) em todos os horários de coletas. 
 
TABELA 13. EQUAÇÕES DE REGRESSÃO REPRESENTANDO A SUPERFÍCIE DE RESPOSTA 
DOS ENSAIOS PARA MATÉRIA HIDROLISADA (%) DE SUÍNOS MORTOS E NÃO ABATIDOS 
OBTIDO COM A ENZIMA ALCALASE. 
Continua 
 
R2= Coeficiente de determinação; * p value < 0,05, E= Enzima; E^2= Enzima quadrática; T= 
Temperatura; T^2= Temperatura quadrática; E*T= Interação enzima e temperatura 
FONTE: A autora (2018). 
  
O valor estimado pela equação para a máxima resposta de matéria hidrolisada 
em 1h foi de 79,74% na condição de temperatura de 67,31 ºC e concentração de 
enzima de 3,12 kg/ton e em 6h foi de 93,31% na condição de 64,11 ºC e concentração 
de enzima de 3,80 kg/ton em 48h o valor para matéria hidrolisada não teve alteração 
expressiva quando comparada a de 6h de processo, resultando em 93,87% de matéria 
hidrolisada, em temperatura de 59,16 ºC e concentração de 2,66 kg/ton, corroborando 
com o observado anteriormente sobre a possibilidade de encerramento do processo 
antes de 48h. Esse fato promove, somado ao demais fatores, também um ganho 
econômico e uma grande vantagem em termos de tempo necessário para o ciclo 
completo do processo. 
A superfície de resposta gerada pelo modelo para interação temperatura e 
concentração de enzima das coletas de 1, 2, 6, 12, 24 e 48h para porcentagem de 
matéria hidrolisada, podem ser visualizadas na (FIGURA 1). 
Tempo  
(h) 
Equação Y = (% de matéria hidrolisada) 
 






























Para temperatura inferior (47,4 ºC) e temperatura mais elevada (72,6 ºC), 
houve uma leve estabilização das repostas. Conforme observado após 6h de reação, 
ocorre uma estabilidade na maioria dos ensaios. Gerou-se também gráficos de 
superfície de resposta para a interação temperatura e pH, e concentração de enzima 
e pH, tendo em vista que estes não apresentaram diferenças significativas, conforme 
podem ser visualizados nos (APÊNDICES 1 e 2). 
 
FIGURA 1: SUPERFÍCIES DE RESPOSTA PARA A OBTENÇÃO DE MATÉRIA HIDROLISADA 
 UTILIZANDO A ENZIMA ALCALASE: INTERAÇÃO ENTRE (T ºC) X (E) EM DIFERENTES 
 HORAS DE COLETA. A) 1H; B) 2H; C) 6H; 







































































         
 
FONTE: A autora (2018). 
 
5.2 NITROGÊNIO RECUPERADO  
 
Na (TABELA 14) podem ser observados os valores encontrados para 
nitrogênio recuperado. Nota-se que os valores para 48h variaram de 78,14% a 
92,63%. Os melhores resultados foram identificados nos ensaios em que a 
temperatura utilizada foi de 60,0 ºC e concentração de enzimas de 2,50 kg/ton. 
 
TABELA 14 - VARIÁVEL RESPOSTA NITROGÊNIO RECUPERADO (%) PARA ENSAIOS DE 
HIDRÓLISE EM SUÍNOS MORTOS NÃO ABATIDOS UTILIZANDO A ENZIMA ALCALASE. 
continua 
    Nitrogênio recuperado (%) 




1h 2h 6h 12h 24h 48h 
1 1,30 6,50 52,5 33,16 37,07 58,07 75,53 87,90 91,33 
2 1,30 6,50 67,5 59,14 70,11 79,53 83,36 87,21 86,64 
3 1,30 8,50 52,5 36,61 41,40 61,08 72,52 86,35 89,03 
4 1,30 8,50 67,5 59,79 71,29 82,03 83,30 77,81 78,14 
5 3,70 6,50 52,5 39,31 46,99 72,31 86,53 89,91 91,72 
6 3,70 6,50 67,5 66,43 78,55 84,86 87,83 90,55 90,71 
7 3,70 8,50 52,5 40,75 50,02 70,83 86,08 90,01 90,22 
8 3,70 8,50 67,5 67,74 78,93 86,22 86,64 90,16 90,28 
9 0,50 7,50 60,0 41,73 61,35 71,98 80,26 88,82 87,50 
10 4,50 7,50 60,0 69,24 79,94 84,22 84,07 90,28 92,63 
11 2,50 5,82 60,0 66,34 73,71 85,35 86,52 90,85 90,51 
12 2,50 9,18 60,0 67,93 79,33 86,82 90,80 92,33 92,04 
13 2,50 7,50 47,4 29,62 34,14 47,18 63,96 78,77 85,11 





TABELA 14 - VARIÁVEL RESPOSTA NITROGÊNIO RECUPERADO (%) PARA ENSAIOS DE 
HIDRÓLISE EM SUÍNOS MORTOS NÃO ABATIDOS UTILIZANDO A ENZIMA ALCALASE. 
conclusão 
15 2,50 7,50 60,0 62,48 75,74 82,98 88,44 92,53 92,26 
16 2,50 7,50 60,0 63,13 74,44 81,99 86,59 89,09 89,92 
17 2,50 7,50 60,0 59,74 73,77 80,52 85,74 90,11 90,06 
18 2,50 7,50 60,0 69,24 79,83 87,69 91,27 91,81 91,23 
 
FONTE: A autora (2018). 
 
As equações para o modelo matemático obtidos a partir dos valores de 
nitrogênio recuperado através do uso da Alcalase são apresentados na (TABELA 15), 
sendo que o modelo se ajustou aos dados experimentais, com valores de coeficientes 
de variação (R2) acima de 79%. Os efeitos significativos dos fatores lineares e 
quadráticos e das interações também são expostos na (TABELA 15), verificando que 
para temperatura quadrática (T^2) os resultados foram significativos a 95% de 
confiança (p< 0,05) em todos os horários de coletas. 
 
TABELA 15. EQUAÇÕES DE REGRESSÃO REPRESENTANDO A SUPERFÍCIE DE RESPOSTA 
DOS ENSAIOS PARA NITROGÊNIO RECUPERADO EM SUÍNOS MORTOS E NÃO ABATIDOS 




Equação Y = (nitrogênio recuperado (%)) 
 














0,981 5,077 E, E^2, T, 
T^2 
12  NR=-253,60+20,94*E-1,14*E^2-12,53*pH+ 
0,67*pH^2+11,47*T-0,089*T^2+0,149*E*pH-
0,233*E*T+0,037*pH*T 








0,829 4,722 E, T^2, E*T 
 
R2= Coeficiente de determinação; * p value < 0,05, E= Enzima; E^2= Enzima quadrática; T= 
Temperatura; T^2= Temperatura quadrática; E*T= Interação enzima e temperatura 
FONTE: A autora (2018). 
  
Santos et al. (2009), em pesquisa com Cabrinha (Prionotus punctatus) 




76,1% a 86,1% quando utilizaram temperatura de 60,0 ºC em 1h de hidrólise. Quando 
avaliaram temperatura de 70,0 ºC, encontraram valores para recuperação de 
nitrogênio de 88,5%, diferindo desta pesquisa, que em temperatura mais elevada 
ocorreu um leve declínio em comparação as demais temperaturas. O que demonstra 
que a temperatura é um parâmetro relevante para nitrogênio recuperado e varia de 
acordo com o tipo de substrato utilizado. 
Conforme Liaset, et al. (2002), em estudos com salmão (Salmo Salar, L) 
utilizando a enzima Protemax 1,5 AU-NH/g em 2h de reação com temperaturas de 
36,0 ºC a 50,0 ºC encontram valores para nitrogênio recuperado entre 44% a 76%. 
 
5.3 GRAU DE HIDRÓLISE  
 
Por meio dos valores de grau de hidrólise é possível estimar a extensão da 
proteína clivada, influenciando nas propriedades funcionais do hidrolisado (LICEAGA; 
LI-CHAN, 1999). Pelo rendimento do grau de hidrólise é possível determinar o caráter 
funcional e biológico do hidrolisado obtido. 
De acordo com Fonkwe e Singh (1996) os valores para grau de hidrólise 
obtidos no hidrolisado, podem ser utilizados para determinar o comprimento médio da 
cadeia de suas proteínas (peptídeos e aminoácidos).  
Os valores para grau de hidrólise em 48h podem ser observados na (TABELA 
15). Os resultados variaram de 69,89% a 88,33%. A maior porcentagem obtida 
(88,33%), foi identificada no ensaio em que se aplicou concentração de enzima de 
2,50 kg/ton e temperatura de 60,0 ºC. Já o menor valor verificado foi de 69,89% no 
ensaio em que se aplicou concentração de enzima 1,30 kg/ton e temperatura de 
67,5 ºC. Ensaios em que temperatura testada foi elevada 72,6 ºC, notou-se que o valor 
de grau de hidrólise foi o menor para 48h. 
 
TABELA 16. RESPOSTA APRESENTADA PARA GRAU DE HIDRÓLISE (%) DE SUÍNOS MORTOS E 
NÃO ABATIDOS OBTIDO COM A ENZIMA ALCALASE. 
continua 
    Grau de hidrólise (%) 




1h 2h 6h 12h 24h 48h 
1 1,30 6,50 52,5 24,47 30,55 49,71 64,81 76,40 79,99 
2 1,30 6,50 67,5 44,94 54,65 64,68 66,91 69,46 71,75 
3 1,30 8,50 52,5 30,16 35,24 53,77 64,24 79,07 79,57 





TABELA 16. RESPOSTA APRESENTADA PARA GRAU DE HIDRÓLISE (%) DE SUÍNOS MORTOS E 
NÃO ABATIDOS OBTIDO COM A ENZIMA ALCALASE. 
conclusão 
5 3,70 6,50 52,5 32,93 40,16 61,52 74,94 82,98 83,65 
6 3,70 6,50 67,5 53,75 68,04 74,86 77,50 80,80 80,38 
7 3,70 8,50 52,5 36,04 44,32 67,90 80,25 85,47 82,35 
8 3,70 8,50 67,5 58,59 70,96 75,78 78,48 80,39 82,50 
9 0,50 7,50 60,0 30,95 43,90 63,07 69,77 73,31 78,36 
10 4,50 7,50 60,0 59,12 70,60 85,21 84,75 83,16 87,84 
11 2,50 5,82 60,0 52,90 57,63 68,91 76,02 87,83 81,10 
12 2,50 9,18 60,0 59,39 65,83 75,84 80,35 84,99 78,08 
13 2,50 7,50 47,4 27,30 29,61 46,80 63,09 78,25 85,05 
14 2,50 7,50 72,6 52,93 60,83 64,32 66,57 68,08 71,48 
15 2,50 7,50 60,0 52,30 64,60 76,20 83,12 84,55 88,33 
16 2,50 7,50 60,0 52,12 61,54 78,28 83,89 81,61 85,01 
17 2,50 7,50 60,0 50,20 61,63 77,20 83,26 80,93 86,55 
18 2,50 7,50 60,0 55,70 66,32 75,76 82,88 86,29 80,52 
 
FONTE: A autora (2018). 
 
As equações para o modelo matemático obtidos a partir dos valores de grau 
de hidrólise através do uso da Alcalase são apresentados na (TABELA 17), sendo que 
o modelo se ajustou aos dados experimentais, com valores de coeficientes de 
variação (R2) acima de 89%. Os efeitos significativos dos fatores lineares e 
quadráticos também são expostos na (TABELA 17), verificando que para 
concentração de enzima (E) os resultados foram significativos a 95% de confiança (p< 
0,05) em todos os horários de coletas, na forma quadrática também, exceto pelo 
tempo de 48h. 
 
TABELA 17. EQUAÇÕES DE REGRESSÃO REPRESENTANDO A SUPERFÍCIE DE RESPOSTA 
DOS EXPERIMENTOS PARA GRAU DE HIDRÓLISE (%) DE SUÍNOS MORTOS E NÃO ABATIDOS 























TABELA 17. EQUAÇÕES DE REGRESSÃO REPRESENTANDO A SUPERFÍCIE DE RESPOSTA 
DOS EXPERIMENTOS PARA GRAU DE HIDRÓLISE (%) DE SUÍNOS MORTOS E NÃO ABATIDOS 





0,970 3,595 E, E^2, pH, pH^2, 








0,896 6,367 E, pH^2, T, T^2, 
 
R2= Coeficiente de determinação; * p value < 0,05, E= Enzima; E^2= Enzima quadrática; T= 
Temperatura; T^2= Temperatura quadrática; E*T= Interação enzima e temperatura 
FONTE: A autora (2018). 
  
Nota-se que a alta temperatura pode ter ocasionado uma redução do 
porcentual de proteína clivada em peptídeos e aminoácidos, sendo um indício de 
desnaturação enzimática. Verifica-se que os valores até 6h já eram considerados 
satisfatórios na maioria dos ensaios, pouco alterando após esse período. Também é 
possível verificar uma proximidade dos valores de nitrogênio recuperado com o grau 
de hidrólise, constatando que houve uma eficiente clivagem das proteínas em 
peptídeos e aminoácidos.  
Temperaturas mais elevadas ocasionaram uma redução no grau de hidrólise, 
e isso pode ser explicado teoricamente, com o aumento da temperatura ocorre 
também um aumento na energia cinética das moléculas, sua estrutura terciária é 
comprometida quando em condições de temperaturas mais elevadas, acarretando a 
redução da atividade catalítica (PÉREZ-GÁLVEZ et al. 2011). Mackie (1982), 
constatou que posteriormente a uma fase inicial rápida, a taxa de hidrólise tende a 
diminuir, ocasionando uma fase estacionária. 
Kurozawa, Park e Hubinger (2008), em estudos de hidrólise enzimática 
utilizando carne de frango e a enzima Alcalase 2.4 AU/g encontraram os melhores 
resultados para grau de hidrólise nos ensaios em que usaram temperatura de 60,0 °C, 
concentração de enzima de 2,5 kg/ton e pH 7,16 o que corrobora com os dados 
encontrados nesta pesquisa. Esses autores verificaram também que nos ensaios em 
que utilizaram a temperatura para 70,0 °C houve um leve declínio nos resultados, 
constatando que temperaturas mais altas podem levar a desnaturação das enzimas 




inferiores a 50,0 °C ocasionaram uma redução nas respostas. Ambos resultados 
corroboram com os encontrados nesta pesquisa. 
Chalamaiah et al. (2009), em experimentos enzimáticos com ovo de peixe 
Meriga (Cirrhinus mrigala), utilizando a enzima Alcalase 2.4 AU/g após 90 minutos de 
reação manuseando temperaturas de 50,0 ºC a 55,0 ºC, detectaram valores para grau 
de hidrólise de 62%. Neste estudo utilizando temperatura de 47,4 ºC em 2h os valores 
foram de 29,61%. 
Charoenphun et al. (2012), em estudos com tilápia (Oreochromis niloticus), 
avaliando o processo de hidrólise a uma temperatura de 50,0 ºC em 6h de hidrólise, 
utilizando uma mistura das enzimas Alcalase 2.4 AU/g e Papaína Látex-1,5 U/mg, 
encontraram valores de grau de hidrólise de 52,1%, e quando utilizaram somente a 
Alcalase os resultados foram de 47,8%, e quando usaram somente a Papaína 
obtiveram 41,6%. Neste estudo em 6h de hidrólise em temperatura de 47,4 ºC o 
resultado foi de 46,80%. 
Baez, Barreneche e Montoya (2016), em pesquisas com víceras de tilápias 
vermelha (Oreochromis spp.), com aplicação da enzima Alcalase 2.4 AU/g, em 
temperatura de 65,0 ºC, em reações que duraram 6h encontraram valores para grau 
de hidrólise próximos a 11,5%, resultados relativamente mais baixos aos encontrados 
neste estudo. Neste mesmo experimento os autores testaram as enzimas 
Flavourzyme 500 LAPU/g e a Neutrase 1,5 AU-NH/g, em todas as combinações de 
temperatura e pH testados, a Alcalase se apresentou mais eficiente para grau de 
hidrólise em comparação a essas enzimas. Isso pode ser explicado pelo fato da 
Alcalase apresentar maior atividade em comparação a enzimas alcalinas como a 
Flavourzyme e a Neutrase (DUMAY et al., 2006; KLOMPONG et al., 2007).  
Fonkwe e Singh (1996), em estudos com resíduos de carne de peru 
mecanicamente desossados utilizando a enzima Papaína-Látex 1,5 AU/g, a uma 
temperatura de 60,0 ºC encontraram após 2h de processo valores para grau de 
hidrólise entre 65% e 70%. 
Nos experimentos realizados por Martins, Costa e Prentice-Hernández 
(2009), com corvina (Micropogonias furnieri), encontraram valores para grau de 
hidrólise em torno de 56% quando usaram somente o filé, e 37% quando utilizaram o 
resíduo desse pescado, por meio do uso de Alcalase 2.4 AU/g em uma temperatura 




Santos et al. (2008), em testes com pescado de cabrinha (Prionotus 
punctatus), utilizando Alcalase 2.4 AU/g encontraram o maior grau de hidrólise 34,7%, 
em temperatura de 70,0 ºC, e o menor resultado 18,6% quando trabalharam com 
temperatura de 60,0 ºC. 
Oliveira et al. (2014), em avaliações com carne de frango mecanicamente 
separada utilizando as enzimas Papaína Látex-1,5 U/mg, Flavourzyme 1,0 LAPU/g e 
Protemax 1,5 AU-NH/g, encontraram valores de grau de hidrólise de 66%, 29% e 61% 
respectivamente, após 2h de hidrólise. 
Herpandi et al. (2012), em estudos utilizando diferentes tipos de enzimas 
proteolíticas Flavourzyme, Protamex, Neutrase e Alcalase, em hidrólise de atum 
(Thunnus spp.) verificaram que que o maior grau de hidrólise foi obtido em ensaios 
que utilizaram a Alcalase. 
As diferenças nos valores encontrados na literatura quando comparados aos 
detectados neste estudo pode ser explicado pelas distintas frações proteicas 
encontrados nos diferentes materiais utilizados na hidrólise. 
 
5.4 MATÉRIA SECA E CINZAS DO RESÍDUO FINAL E PROTEÍNA BRUTA FINAL  
 
Os valores de matéria seca e cinzas do resíduo final e proteína bruta final 
podem ser observados na (TABELA 18). Os resultados para matéria seca variaram 
entre 16,82% a 54,01%, para cinzas esses valores foram de 7,19% a 24,67% no 
resíduo e 4,69% a 5,22% para proteína bruta no hidrolisado líquido final após 48h de 
reação. 
O menor porcentual de matéria seca (16,82%), cinzas (7,19%) e proteína 
bruta final (4,69%), foi observado no mesmo ensaio (ensaio 14), em que se utilizou 
concentração de enzima de 2,50 kg/ton e a temperatura mais elevada 72,6 ºC. O 
ensaio em que se utilizou a maior concentração de enzima 4,50 kg/ton expressou o 









TABELA 18 - VALORES PARA MATÉRIA SECA (%) E CINZAS DO RESÍDUO E PROTEÍNA BRUTA 
DO HIDROLISADO COM 48H DE HIDRÓLISE DE SUÍNOS MORTOS NÃO ABATIDOS EM FUNÇÃO 
DO PH INICIAL, CONCENTRAÇÃO DE ENZIMA KG/TON E TEMPERATURA (ºC). 
 








1 1,30 6,50 52,5 39,16 18,26 5,22 
2 1,30 6,50 67,5 35,33 12,51 4,80 
3 1,30 8,50 52,5 44,35 10,18 5,14 
4 1,30 8,50 67,5 37,20 15,44 4,79 
5 3,70 6,50 52,5 53,74 12,98 5,08 
6 3,70 6,50 67,5 50,19 16,21 4,87 
7 3,70 8,50 52,5 49,37 11,40 5,03 
8 3,70 8,50 67,5 46,32 17,42 4,78 
9 0,50 7,50 60,0 35,46 14,11 4,84 
10 4,50 7,50 60,0 54,01 21,50 5,02 
11 2,50 5,82 60,0 43,32 20,76 4,81 
12 2,50 9,18 60,0 52,07 18,49 4,94 
13 2,50 7,50 47,4 47,60 22,85 4,94 
14 2,50 7,50 72,6 16,82 7,19 4,69 
15 2,50 7,50 60,0 48,81 24,67 4,91 
16 2,50 7,50 60,0 51,56 20,82 4,92 
17 2,50 7,50 60,0 51,10 24,06 4,73 
18 2,50 7,50 60,0 37,39 16,74 4,93 
 
Matéria seca (MS), Cinzas (CZ), Proteína bruta PB  
FONTE: A autora (2018). 
 
De acordo com os resultados obtidos percebe-se que o menor valor de 
matéria seca foi obtido quando a hidrólise ocorreu em temperatura mais elevada 
(72,6 ºC). Este fato pode ser explicado pelo fato de proteínas desnaturadas 
apresentarem maior capacidade de absorver água, pois a alta hidrofobicidade da 
proteína desnaturada faz com que ocorra a formação de uma matriz proteica com a 
capacidade de reter uma certa quantidade de água em sua estrutura. 
Em experimentos com carne mecanicamente separada de frango, Oliveira, 
Franzen e Terra (2014), utilizando a enzima Papaína Látex-1,5 units/mg em 
temperatura de 60,0 ºC, Flavourzyme 1000 LAPU/g em 50,0 ºC, e Protemax 1,5 AU-
NH/g temperatura de 50,0 ºC, em 2h de reação encontraram valores de matéria seca 
de 5,08%, 12,20% e 10,38%, respectivamente. 
Os valores encontrados para matéria seca e cinzas, foram relativamente 
maiores em comparação aos encontrados na literatura, essa diferença pode ser 
explicada pelo tipo material utilizado neste estudo, devido a presença de fragmentos 
ósseos, pelo e pele, que não é possível a degradação pela protease Alcalase. 
Nos testes de hidrólise com corvina (Micropogonias furnieri), Martins, Costa e 




e concentração de enzima de 0,5% encontraram valores de porcentagem de cinzas 
de 12,98%. 
Em pesquisas utilizando pescados de água salgada, Maria luíza 
(Paralonchurus brasiliensis), perna-de-Moça (Cynoscionsp) e camarão-rosa (Penaus 
pauliensis), sem exoesqueleto, pele e vísceras, utilizando as proteases como a 
pepsina, quimotripsina e bromelina, e temperaturas de 37,0 ºC e 45,0 ºC, os autores 
Neves, Mira e Marquez (2004), encontraram valores de porcentagem de cinzas de 
10,7% a 18,7%, em reações que duraram 5h.  
Em estudos realizados com carcaças de frango manualmente desossadas, 
Oliveira et al. (2015), em hidrólise com duração de 2h, utilizando as enzimas 
Flavourzyme 1,0 LAPU/g e Protemax 1,5 AU-NH/g em temperatura de 50,0 ºC 
encontraram valores de cinzas 12,86% e 11,07% respectivamente. 
Raftani et al. (2016) em experimentos utilizando músculo de choco (Sepia 
pharaonis), aplicando Alcalase 2.4 AU/g, em 2h de hidrólise e temperatura de 55,0 ºC 
encontraram valores de cinzas de 1,25%, resultado esse relativamente bem menor 
que aos detectados neste estudo, essa diferença pode ser explicada pelo tipo de 
material utilizado por esses autores, tendo em vista que o músculo desse molusco 
marinho foi triturado antes de iniciar o processo, sendo mais fácil a degradação do 
material. 
Em testes com resíduos de carne de peru mecanicamente desossada Fonkwe 
e Singh (1996), utilizando Papaína com atividade de 1,7 U/mg em temperatura de 

















 6      PERSPECTIVA DE USO DO HIDROLISADO PROVENIENTE DA HIDRÓLISE 
 
Os hidrolisados proteicos têm sido amplamente utilizados em diversos 
setores, como na área médica, na preparação de dietas especiais para a alimentação 
de bebês, em pacientes que não conseguem digerir proteína e, principalmente, em 
produtos alimentícios pelo fato de apresentarem propriedades funcionais de grande 
interesse.  
Devido ao foco do presente estudo, a utilização do hidrolisado para esses fins 
está totalmente descartada, pelo fato da natureza do material utilizado, suínos mortos 
e não abatidos. Mas como o hidrolisado de suínos mortos apresenta elevado valor 
proteico, estudos devem ser realizados para a aplicação deste material obtido por 
meio da hidrólise.  
Segundo Chalamaiah et al. (2009) o hidrolisado pode possuir peptídeos 
bioativos, proteínas de alta solubilidade e baixa viscosidade mesmo em altas 
concentrações o que torna o hidrolisado proteico interessante para outros fins. Uma 
das alternativas de uso deste produto é como biofertilizante, visando um melhor 
desempenho das plantas e uma redução de custos com fertilizantes químicos minerais 
ou sintéticos, gerando assim menor impacto ambiental acarretado pelo uso excessivo 
de fertilizantes industriais, melhorando também a qualidade do solo. 
Castro (2011), em experimentos utilizando hidrolisados obtidos por meio de 
couro, removendo cromo presente no material, destinou o hidrolisado como fertilizante 
em plantação de eucalipto e constatou que o uso do hidrolisado se apresentou como 
boa fonte de nitrogênio para a cultura, e quando associado com fertilizante mineral 
proporcionou aumento na altura das plantas. Identificou também que o colágeno 
presente no material garantiu uma elevada capacidade de retenção de água que 
auxiliou no condicionamento do solo. 
Outra alternativa que pode se apresentar interessante para a aproveitamento 
do hidrolisado líquido e da matéria não hidrolisada sólida resultantes do processo de 
hidrólise de suínos mortos não abatidos é a utilização em biodigestores para a 
produção de biogás. Biogás é uma mistura de combustível obtidas pelo processo de 
digestão anaeróbia, em que a matéria orgânica é modificada e transformada em 
produto líquido ou gasoso (WEILAND; VERSTRAETE; VAN HAANDEL, 2009). Ribeiro 
(2016), em estudos do uso de hidrolisado oriundos de hidrólise do bagaço de cana-




geração de biogás apresentou resultados promissores através do uso desse 
hidrolisado. 
O uso do hidrolisado proteico obtido no processo de hidrólise enzimática 
também pode vir a ser estudado como um possível produto com valor agregado a ser 
adicionado em dietas de animais, mas claro que para isso anteriormente devem ser 
realizados os mais diversos estudos e análises laboratoriais para a identificação risco 
sanitário presente neste material. Decarli et al. (2016), em estudos realizados com 
diferentes hidrolisados cárneos na alimentação de jundiá (Rhamdia quelen), notaram 
que os peixes que foram alimentados com hidrolisados obtiveram resultados 
satisfatórios em relação a ganho de peso.  
De modo geral estudos ainda devem ser realizados para o conhecimento da 
melhor técnica a ser aplicada para a destinação desses resíduos provenientes da 




























7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
De acordo com os resultados obtidos em escala laboratorial, a degradação de 
suínos mortos não abatidos sem a adição de enzima demonstrou ser interessante 
dependendo do propósito do processo. Os ensaios utilizando a enzima Alcalase com 
o objetivo de acelerar a hidrólise dos animais mortos, apresentaram respostas 
relevantes em relação as variáveis testadas, principalmente para matéria hidrolisada, 
parâmetro importante para este estudo. Fica evidente na análise para grau de hidrólise 
que a utilização de enzimas proporcionou uma maior extensão da proteína clivada.  
No experimento sem adição de enzimas para a maioria das variáveis 
estudadas as temperaturas que se destacaram foram entre 52,5 ºC e 60,0 ºC, porém, 
temperaturas próximas ao 52,5 °C apresentam a questão de início de processo de 
putrefação após 12h em ambos experimentos.  
Nos ensaios em que se utilizou enzimas, as concentrações que mais se 
destacaram foram de 2,50 kg/ton e 3,70 kg/ton quando manipulado temperaturas de 
60,0 ºC e 67,5 ºC. Os resultados se apresentaram eficientes para a maioria dos 
parâmetros avaliados em 6h de hidrólise, verificando que não haveria a necessidade 
da condução da hidrólise até as 48h. O uso de enzimas proteolíticas é uma alternativa 
para a degradação de proteína animal e apresentou resultados mais satisfatórios em 
relação a não utilização de enzimas. 
Por meio deste trabalho foi possível maximizar as condições operacionais 
para a hidrólise, constatando que nos ensaios em que se utilizou enzimas a 
porcentagem de matéria hidrolisada se apresentou maior e o tempo de degradação 
menor. 
Estudos ainda devem ser realizados para a verificação da viabilidade da 
hidrólise enzimática de suínos mortos não abatidos em reatores de larga escala, 
investigando a presença de patógenos e a possibilidade de aplicação do hidrolisado 
obtido por meio desta técnica em outras atividades como uma alternativa de 
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APÊNDICE 1: SUPERFÍCIES DE RESPOSTA PARA A OBTENÇÃO DE  
MATÉRIA HIDROLISADA UTILIZANDO A ENZIMA ALCALASE:  
INTERAÇÃO ENTRE (pH) X (T), EM DIFERENTES HORAS DE  


























APÊNDICE 2: SUPERFÍCIES DE RESPOSTA PARA A OBTENÇÃO DE  
MATÉRIA HIDROLISADA UTILIZANDO A ENZIMA ALCALASE:  
INTERAÇÃO ENTRE (pH) X (E), EM DIFERENTES HORAS  
































































ANEXO 1: FICHA TÉCNICA DA ALCALASE 
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